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Introduction 

Aujourd’hui, avec l’utilisation massive des produits phytosanitaires dans les jardins et 

les champs, il existe un réel risque de contamination chimique des cultures, des sols et des 

nappes phréatiques, ainsi que la destruction des insectes et des microorganismes bénéfiques 

pour l’agriculture. La réduction de la pollution environnementale causée par les antifongiques 

et les pesticides chimiques a conduit à de nouvelles perspectives sur le système de contrôle de 

l'environnement et sa mise à niveau.   

Un des nouveaux moyens de lutte contre les maladies des végétaux, notamment celles 

causées par des champignons, et qui n'ont pas d'effets indésirables, est l'utilisation des 

méthodes de lutte biologique.  Contrairement aux molécules synthétiques, les matières 

microbiologiques qui sont moins toxiques, sont plus efficaces, facilement biodégradables et 

peu allergènes.  En outre, ces dernières ne sont pas accumulées dans les produits alimentaires 

et sont également peu coûteuses et appropriées pour une utilisation à l'échelle industrielle 

[75]. 

Dans la nature, divers microorganismes présentent des capacités différentes de 

biodégradation des molécules organiques, aussi variées que récalcitrantes et cela en 

produisant différentes enzymes hydrolytiques spécifiques aux différents substrats. Parmi ces 

microorganismes, on trouve les Actinobactéries qui semblent être d’excellentes productrices 

de substances aux propriétés intéressantes. Ces bactéries Gram positifs forment un grand 

groupe de procaryotes, les plus importants dans la nature [44]. Elles sont rencontrées dans 

tous les écosystèmes : sols polaires, sols désertiques, sols contaminés, sols cultivés, sols 

forestiers, débris végétaux ainsi que dans les eaux. 

Continuellement de nouveaux métabolites à différentes activités biologiques sont isolés des 

actinomycètes, notamment les enzymes, qui après les antibiotiques sont les produits les plus 

importants des actinomycètes [51].  

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui jouent un rôle central dans le monde 

vivant. Elles sont des macromolécules qui reconnaissent spécifiquement certaines molécules 

et accélèrent les réactions de transformation de ces molécules [70]. La chitinase fait partie des 

enzymes produites par les actinomycètes qui hydrolysent la chitine au niveau de la liaison 

glucosidique β (1-4) Nacétylglucosamine. 

 

Récemment, les chitinases ont fait l’objet d’une attention particulière en raison de leur 

application possible dans le contrôle biologique des organismes contenant de la chitine et 

aussi pour l'exploitation des matières naturelles chitineuses [66].  
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Introduction 

Les chitinases sont actuellement largement utilisés dans la lutte biologique contre les 

champignons phytopathogènes en raison de leur aptitude à dégrader la paroi cellulaire 

fongique. 

 Chez les champignons la chitine constitue 22 à 44% des parois cellulaires des hyphes 

mycéliens [59]. En outre, la capacité de la chitinase à hydrolyser la chitine, la rend très utile 

pour la production de divers produits tels que les facteurs de croissance et les protéines 

unicellulaire [22].  

Vu l’importance des chitinases, des souches actinomycétales d’origine  rhizosphérique 

et clinique ont été sélectionnées dans ce travail, afin de tester leur capacité  à dégrader la 

chitine.  

Les objectifs de cette étude sont :  

-de sélectionner la meilleure souche productrice sur milieu solide de chitinase ; 

-d’optimiser la production de chitinase par la souche sélectionnée ;  

-d’extraire l’enzyme afin d’effectuer un test d’activité antifongique. 
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Revue bibliographique – Les chitinases, généralités 

1. Les chitinases : Généralités 

 
Les enzymes chitininolytiques impliquées dans les processus de dégradation de la 

chitine sont nombreuses. Parmi elles, les chitinases. 

Les chitinases sont des glycosides hydrolases, qui assurent la rupture des liaisons β-1,4 

glycosidiques qui lient les carbones C1 et C4 de deux résidus N-acétylglucosamine 

consécutifs. Nous distinguons, généralement, deux catégories de chitinases : les endo et les 

exo. Les premières, également nommées poly [1,4-(N-acétyl- β-D glucosaminide)] 

glycanohydrolases (EC 3.2.1.14) hydrolysent les liaisons internes des microfibrilles de chitine 

pour libérer des fragments de chitobiose, chitotriose et chitotétraose composés respectivement 

de deux, trois ou quatre unités N-acétylglucosamine. Les secondes, nommées exochitinases 

ou β-N-acétylhexosaminidases (EC 3.2.1.52), participent à la dégradation complète des 

fragments de chitine. Parmi ces exochitinases, les chitobiosidases libèrent des di-

acétylchitobioses à partir des extrémités non-réductrices de la chitine [38] et les β-D-

acétylglucosaminidases hydrolysent ces diacétylchitobioses en monomères de N-

acétylglucosamine [15]. 

 

Si la production de chitine est une propriété de certaines cellules animales et 

fongiques, les chitinases sont des enzymes que nous retrouvons chez l’ensemble des 

organismes vivants qu’ils soient procaryotes, eucaryotes ou de type viral. Les chitinases ont 

été regroupées en cinq classes qui constituent deux familles distinctes de glycosides 

hydrolases, en fonction de différents facteurs, parmi lesquels leur séquence N-terminale, leur 

localisation et leurs propriétés biochimiques [31, 67]. Les chitinases appartenant à la famille 

18 rassemblent plus de 180 enzymes présentes chez les eucaryotes, les procaryotes et les 

virus, et réparties au sein des classes III et V. La famille 19 regroupe plus de 130 composés 

essentiellement d'origine végétale et formant les classes I, II et IV [30]. 

 

Le rôle des chitinases varie en fonction des organismes qui les produisent. Elles 

peuvent participer aux processus de nutrition, de croissance ou bien de défense. Les chitinases 

sont également impliquées dans certains mécanismes de pathogénicité. 
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Revue bibliographique – Chitinases  et  microorganismes 

2. Chitinases et microorganismes   

 
Les chitinases sont présentes chez de nombreux microorganismes eux-mêmes 

dépourvus de chitine, mais pour lesquels la chitine constitue une source de nutriments. Ainsi, 

les bactéries chitinolytiques marines, d’eau douce ou du sol produisent des chitinases qui 

participent à la biodégradation et au recyclage des chitines produites annuellement dans leur 

écosystème respectif. Les chitinases bactériennes sont également impliquées dans des 

processus digestifs [15, 67]. En effet, les bactéries du genre Streptomyces produisent des 

enzymes chitinolytiques qui, en modifiant la composition des structures chitineuses, 

favorisent leur adhésion au substrat et la pénétration de leur hôte au niveau des lésions 

formées sur l’exosquelette des Arthropodes [12, 78]. Certaines chitinases bactériennes 

facilitent également la dégradation de la chitine du puparium de certains insectes, favorisant 

ainsi l’émergence des adultes [37]. Les chitinases produites par les bactéries de la microflore 

intestinale de nombreux animaux (poissons, oiseaux, …) facilitent les processus de digestion 

des aliments composés de chitine. 

 

Des gènes de chitinase ont également été identifiés dans le génome du baculovirus 

Autographa californica, inféodé aux arthropodes [29]. Chez ce baculovirus, les chitinases 

jouent un rôle crucial dans les processus d’infection virale, plus particulièrement lors des 

phases de pénétration du virus dans l’organisme attaqué [86, 76]. Cette chitinase virale 

entraîne même une liquéfaction des tissus du lépidoptère Trichoplusia ni infecté [29]. 

 

De nombreux protozoaires et métazoaires parasites des tractus digestifs présentent la 

capacité de synthétiser des chitinases. Parmi ces parasites, nous trouvons des filaires, des 

amibes, des trypanosomes, des plasmodiums [34]. Chacun de ces microorganismes utilise la 

chitine et les chitinases différemment et spécifiquement selon le stade de son développement 

[79]. Les chitinases produites par les procaryotes facilitent les processus de colonisation de 

leurs insectes hôtes qui leur servent de vecteurs.   
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Revue bibliographique – Propriétés basiques des chitinases bactériennes 

3. Propriétés basiques des chitinases bactériennes 

 
À travers les années, plusieurs espèces bactériennes chitinolytiques ont été 

sélectionnées pour leurs diverses applications. [1, 2, 14]. 

 La taille des chitinases varie largement, elle est comprise entre 20 et 90 kDa selon leur 

origine. Entre 20 et 60 kDa pour les chitinases bactériennes et végétales, et entre 40 et 85 kDa 

pour celles des insectes. 

Les chitinases bactériennes sont actives dans un large intervalle de température et de 

pH. Par exemple, les endochitinases de Streptomyces violaceusniger [80] et la chitinase 

thermostable de Streptomyces thermoviolaceus OPC-520 [87] ont des températures optimales 

d’action de 28°C et de ∼80°C respectivement. Cette dernière enzyme est active à un pH 

optimum compris entre 8,0 et 10,0 [87], alors que la chitinase isolée  de Stenotrophomonas 

maltophilia C3 a un pH optimum compris entre 4,5 et 5,0 [93]. 

Cette capacité d’action optimale des chitinases bactériennes dans un large spectre de 

température et de pH, permet leur utilisation dans diverses applications sous différentes 

conditions. 

 

4. Actinomycètes,  producteurs de chitinases 
 

Les actinomycètes forment un grand groupe de microorganismes procaryotes 

appartenant à l’ordre des Actinomycétales. Cet ordre regroupe des bactéries à Gram positif 

ayant un pourcentage en "guanine + cytosine" relativement élevé dans leur ADN                                 

(G + C > 55%) et dont la majorité forme un véritable mycélium ramifié (Bergey Manuel, 

1994). Les actinomycètes sont des eubactéries chimio-organotrophes, hétérotrophes, aérobies 

strictes ou microaérophiles, dont plusieurs produisent des spores non mobiles ou parfois 

mobiles. Ces microorganismes présentent un cycle de développement cellulaire asexué 

similaire à celui des champignons imparfaits [50]. Ils sont universellement répandus. Nous les 

trouvons dans différentes niches écologiques telles que : sols, air, fumier, composts, foin, 

débris végétaux, résidus fibreux de cannes à sucre, pollen des plantes, sédiments marins, lacs, 

rivières, mers et océans, glaciers, déserts, sols pollués, lacs alcalins, milieux salins                                  

[27, 44, 45]. 
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          Revue bibliographique – Actinomycètes, producteurs de chitinases 

Ces microorganismes produisent une pléthore de molécules  ayant de nombreuses 

applications dans divers domaines et de ce fait, présentant un fort intérêt pour les industriels 

(antibactériens, antifongiques, insecticides, herbicides, antiparasites, acaricides, antivirales, 

anti tumoraux, antimitotiques, anti allergénique, protéases alcalines, glucose isomérase, 

vitamines ...) [9]. Par ailleurs, les actinomycètes ont un rôle écologique. Ils possèdent la 

capacité de dégrader des molécules complexes non dégradées par les champignons ou les 

autres bactéries telles que la cellulose, la lignine, et la chitine, contribuant ainsi à la 

fertilisation des sols.  

Les actinomycètes Chitinolytiques sont courants dans la nature où ils jouent un rôle 

important dans la dégradation de la chitine, deuxième polymère naturel en abondance après la 

cellulose [10]. La Chitinolyse est une caractéristique très courante chez les Streptomycètes 

isolées du sol, alors que très peu d’études sont rapportés sur les chitinases des autres genres 

d’actinomycètes dits rares [28, 24]. 

En 1995, Mitsutomi et al., rapportent la purification de deux nouvelles chitinases, C1 

et C2 à partir de la souche Streptomyces griseus HUT 6037. Le poids moléculaire des deux 

enzymes est de 27 kDa avec une température optimale d’action de 55°C. C’est la première 

étude qui décrit la capacité des chitinases à hydrolyser les liaisons β-glucosaminidiques en des 

unités plus simples de N-acétylchitosane [56]. 

L’agent de biocontrôle antifongique Streptomyces lydicus WYEC108 est capable non 

seulement, de détruire les oospores de Pythium ultimum, mais aussi les parois cellulaires des 

hyphes fongiques [91]. Pour la souche WYEC108 l’addition de chitine extraite à partir des 

parois cellulaires fongiques dans le milieu de culture peut induire une production de grandes 

quantités de chitinases, alors qu’en absence de chitine, la production d’enzymes est 

négligeable. La chitinase produite par Streptomyces lydicus WYEC108 est aussi induite par la 

chitine colloïdale, le  N-acetylglucosamine et les chitooligosaccharides. Par contre la synthèse 

de chitinase est réprimée par des fortes teneurs en glucose et carboxymethyl cellulose (CMC) 

[53]. 

Hoster et al. [32], isolent la chitinase IS à partir de la souche Streptomyces griseus 

MG3, cette enzyme montre une activité très élevée dans un large intervalle de pH, incluant les 

pH acides et alcalins. Cette propriété en plus de sa capacité à inhiber la croissance des 

champignons phytopathogènes la rend très utile pour une application comme agent de lutte 

biologique. 
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          Revue bibliographique – Actinomycètes, producteurs de chitinases 

El-Sayed et al., ont identifiés deux chitinases A et B, purifiées à partir du surnageant 

d’une culture de Streptomyces albocinaceus S-22. Ces dernières montrent un important 

potentiel antifongique  qui se traduit par une lyse cellulaire. Elles ont un poids moléculaire de 

43 et 45 kDA, et sont actives à un optimum de température et pH de 40°C et 6 respectivement 

[20].  

L’endochitinase isolée par Shekhar et al. [80], à partir de Streptomyces 

violaceusniger XL-2 est une protéine de 28,25 kDa, cette enzyme montre une activité de 

biocontrôle contre les mycètes cellulolytiques comme Phanerochaete chrysosporium, 

seulement en présence de chitine comme source de carbone dans le milieu de culture. 

Actuellement, des travaux portent sur l’isolement du gène de l’endochitinase de S. 

violaceusniger XL-2 pour être cloné dans un vecteur adéquat afin d’optimiser la production 

de cette enzyme. Plusieurs gènes codant pour les chitinases ont été clonés à partir de 

Streptmyces sp.  Ces dernières ont plusieurs applications dans divers domaines [7, 23, 57].   

 

Tableau 1. Chitinases produites par différentes espèces d’actinomycètes. 

Actinomycètes Substrat Source 

Activité 

chitinase 

(U/mL) 

Références 

Streptomyces 

lydicus 

Chitine 

colloïdale 

Rhizosphère de 

la plante  Linum 

usitatissimum 

2,26 
Brinda et al., 

1997 [10]. 

Streptomyces sp 
Chitine 

colloïdale 
Sol 2,98 

Gomes et al., 

2000 [24]. 

Streptomyces 

griseus 

Chitine 

colloïdale 
Culture stock - 

Ohno et al., 

1996 [66]. 

Streptomyces 

aureofaciens 

Chitine 

colloïdale 

Feuilles, tiges, et 

les racines des 

plantes 

0,0833 

(mU/mL) 
Taechowisan et 

al., 2003 [85]. 

Streptomyces 

diasitapiticus 

Chitine 

colloïdale 

Insecte : 

Rhynchophorus 

ferrugineus 

(Larve et adulte) 

2,3 
Crawford et al., 

1993 [16]. 

Streptomyces 

thermoviolaceus 

Chitine 

colloïdale 
Filtrat de culture 1,13 

Tsujibo et al., 

1993 [87]. 
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                                        Revue bibliographique – La chitine, substrat de la chitinase 

5. La chitine, substrat de la chitinase  

 
Avec au moins 10 gigatonnes synthétisées et dégradées chaque année dans la biosphère 

[60], la chitine est le second polysaccharide le plus représenté dans la nature après la 

cellulose. Elle fut isolée et décrite pour la première fois en 1823 par Odier à partir de cuticules 

d’insecte [18]. 

Absente du règne végétal, elle est une structure de soutien chez les champignons et les 

animaux. Chez les champignons où elle constitue 22 à 44% des parois cellulaires des hyphes 

mycéliens, la chitine est associée à des glycoprotéines [59, 74]. La synthèse de chitine est un 

processus ancestral de la cellule animale [38], c'est pourquoi le règne animal est le principal 

producteur de chitine. Nous la trouvons chez les cnidaires, les brachiopodes, les 

pogonophores, les annélides. Elle est aussi présente à des teneurs variables (de quelques 

traces à 75%) dans les téguments de nombreux invertébrés tels les mollusques ou les 

nématodes. Ce polymère occupe une place majeure chez les arthropodes. Son association avec 

des protéines et des minéraux lui confère des propriétés de résistance et de flexibilité. Par 

sclérotisation ou minéralisation, ces complexes chitino-protéiques sont à l'origine de la mise 

en place des éléments exosquelettiques (cuticule, proctodeum, stomodeum, trachées) et de la 

membrane péritrophique des arthropodes. La coloration des cuticules provient en partie de la 

conjugaison de chitine avec des caroténoïdes [59]. 

La chitine est un homopolysaccharide composé d’unités N-acétyl-β-D-glucosamine 

liées entre elles par des liaisons glycosidiques (1→4). Sa structure est similaire à celle de la 

cellulose, mais diffère par la présence des groupements N-acétylés sur les carbones C2 des 

glucoses (Figure 1). La synthèse de la chitine implique de nombreuses enzymes. La 

phosphorylation et l’action d’isomérases permettent de transformer le D-glucose en D-

fructose- 6-phosphate qui, sous l’effet de transaminase, conduit à l’obtention de glucosamine. 

 

 

Figure 1. Structure de la chitine 
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                                Revue bibliographique – Biodégradation de la chitine 

Cette molécule est ensuite transacétylée pour donner des unités N-acétyl-glucosamine 

phosphatées, dont l’association est réalisée par des chitines synthases à partir de 

l’uridinediphosphate- N-acétylglucosamine. 

Contrairement à la cellulose, dont une seule forme cristalline est décrite en conditions 

naturelles, la chitine est une substance polymorphe présentant trois formes cristallines.                    

L'α-chitine constituée de chaînes antiparallèles est la forme la plus stable et la plus abondante 

[55]. Nous la trouvons chez les arthropodes et les champignons. La β-chitine, constituée de 

chaînes parallèles [8], a été décrite chez certains céphalopodes, des annélides polychètes, des 

pogonophores et quelques protozoaires. Enfin la γ-chitine, mal connue, qui serait constituée 

de l'assemblage de deux macromolécules parallèles et une antiparallèle, n'est rapportée que 

dans les téguments des nymphes d'un coléoptère (Ptinus) [73] et dans l'estomac d'un calmar 

(Loligo) [74]. 

Les polymères de chitine forment des microfibrilles qui sont stabilisées par des 

liaisons hydrogènes formées entre les groupes amines et carboxyles. L’arrangement des 

microfibres d’α-chitine confère des propriétés de rigidité et de résistance mécanique alors que 

les microfibrilles de chitine de type β confèrent des propriétés de flexibilité. Ces propriétés 

influencent la répartition des différentes formes de chitine dans les structures cuticulaires. 

Ainsi, la forme α est principalement présente au niveau des cuticules, alors que la forme β est 

davantage localisée au niveau des membranes péritrophiques des arthropodes [41, 68]. Enfin, 

des formes non cristallines et transitoires de la chitine ont été mises en évidence chez les 

champignons. 

 

 

6. Biodégradation de la chitine  
 

Les Actinomycètes sont connus pour produire plusieurs types de chitinases pour 

hydrolyser la diversité des chitines trouvés dans la nature. Gooday [26] a indiqué que les 

chitines peuvent varier selon l'agencement des brins de N- acétylglucosamine , le degré de 

désacétylation , et la présence d'éléments de structure réticulés , tels que les protéines et les 

glucanes . Certaines chitinases sont spécialisés dans l'hydrolyse  de certains types de chitine et 

d'autres sont impliquées dans la dégradation de toutes les formes de chitines [3].  

L'agencement des brins de N- acétylglucosamine semble être un des facteurs qui affectent la 

dégradation de la chitine.  
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La configuration antiparallèle α de la chitine est la plus serrée. Cette structure est la 

plus communément trouvée chez les organismes [26]. 

Les produits finaux de l'hydrolyse de la chitine, par exemple, le N-acétylglucosamine, 

le glucosamine, et le chitobiose, sont connus pour induire la synthèse de la chitinase [58] . Ce 

mécanisme d’induction a été mis en évidence par les travaux menés sur Streptomyces 

olivaceoviridis. Ce dernier produit une protéine de type lectine qui se lie spécifiquement à la 

chitine qui induit la production de chitinase [77]. Une cellule peut également déterminer le 

degré de désacétylation des quantités relatives du glucosamine et de la N-acétylglucosamine 

libéré lors de la dégradation de la chitine (Figure 2) 

 

 
Figure 2. Enzymes impliquées dans l'hydrolyse de la chitine et du chitosane 

 

 

7. Applications potentielles des chitinases 
 

L’une des applications les plus importantes des chitinases est la protection contre les 

champignons pathogènes. Comme la chitine est l’un des constituants majeur des parois 

fongiques, ainsi elles sont sensibles aux différentes enzymes chitinolytiques.  Aussi, les 

chitinases ont été identifiées comme des protéines responsables de pathogénicité, produites 

par les plantes « PR proteins ». Certains organismes producteurs de chitinases sont utilisés en 

agriculture comme agent de lutte biologique contre plusieurs champignons phytopathogènes 

[1, 32, 80]. Il a été démontré que les activités inhibitrices de Bacillus amyloliquefaciens V656 

sur la croissance fongique, accroît en même temps que la croissance cellulaire avec un 

maximum lorsque la croissance des cellules atteint un pic à 24 h d’incubation [89]. 
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 Dans un autre exemple, la bactérie Burkholderia gladioli CHB101 produit une 

chitinase de la famille 19, qui inhibe plusieurs champignons pathogènes [81].  Aeromonas 

caviae contrôle l’infection par  Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum  chez le cotonnier 

et Sclerotium rolfsii chez les céréales par  production de chitinases [35]. 

Les plantes de riz transgéniques ayant le gène chiC de Streptomyces griseus codant 

pour une chitinase, montrent une forte résistance face à la maladie « pyriculariose »  provoqué 

par Magnaporthe grisea [36]. Quatre-vingt-dix pour cent des plantes exprimant le gène ChiC 

présentent une résistance plus élevée que les plantes non transgénique [5]. 

 

Les Chitinases bactériennes ont également un potentiel insecticide lorsqu'elles sont 

couplées avec d’autres protéines appropriées, telle que  la protéine « Cry » [5, 6, 69]. 

Récemment, un grand nombre de gènes hétérologues de chitinases isolés à partir de 

différentes bactéries ont été clonées chez Bacillus thuringiensis  dans l’intérêt d'augmenter 

l'activité insecticide des bactéries entomopathogènes. A cet égard,  Lertcanawanichakul et 

al., ont cloné des gènes de chitinases provenant de Aeromonas hydrophyla et Bacillus 

circulans No.4.1  dans le plasmide pHY300PLK, et désignés comme  pHYA2 et pHYB43 

respectivement. Ces plasmides sont introduits dans différentes souches de  B. thuringiensis 

par électroporation [48]. 

Bacillus thuringiensis subsp. aizawai hébergeant le plasmide pHYB43 montre 15 fois 

plus d’activité chitinolytique que celle hébergeant  pHYA2 en plus B. thuringiensis subsp. 

aizawai hébergeant pHYB43 montre une plus grande toxicité pour les larves de Lymantria 

dispar que la souche sauvage de B. thuringiensis subsp. aizawai ou ces clones hébergeant 

pHYA2 [48]. 

Barboza - Corona et al., ont pu transformer B. thuringiensis subsp. kurstaki HD- 73 

avec un gène homologue de l’endochitinase ChiA74 à partir de B. thuringiensis subsp. 

kenyae.  Cette bactérie recombinante  peut exprimer des quantités plus élevées de chitinases 

que B. thuringiensis transformée avec des gènes hétérologues de chitinases, ceci étend les 

applications biotechnologiques de B. thuringiensis pour une utilisation non seulement dans la 

lutte biologique contre les parasites et les champignons, mais aussi comme un producteur de  

chitooligosaccharides [69]. 

Aussi, des chitinases isolées à partir de Serratia marcescens se sont montrés efficaces 

dans la lutte biologique. Par exemple, en 1976, Lysenko a constaté que les chitinases de 

Serratia marcescens étaient efficaces contre les larves de la teigne de cire, Galleria mellonela 

[52]. 
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Une autre application majeure des chitinases basée sur leurs propriétés de dissolution 

des parois cellulaire chitineuses, est l’accélération de la génération de protoplastes. Elle 

contribue indirectement dans l’amélioration et le développement de nouvelles souches qui 

sont économiquement  viables pour une utilisation industrielle. 

La chitinase exprimée par Burkholderia gladioli CHB101 a été rapportée pour son 

activité à former des protoplastes contre les mycéliums fongiques [81]. La Chitinase de 

Streptomyces a montré qu’elle peut générer des protoplastes  d’Aspergillus oryzae et 

Fusarium solani [83]. En outre, un complexe enzymatique isolé à partir de Bacillus circulans 

WL-12 avec une grande activité chitinolytique  est efficace dans la génération de protoplastes 

à partir de  Phaffia rhodozyme [89]. 

  

 Les organismes producteurs de chitinases sont également utilisés dans le procédé de  

bioconversion pour traiter les déchets des crustacés et aussi pour obtenir des produits à valeur 

ajoutée à partir de ces derniers [11, 42, 72].  
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1. Microorganismes  

 
Huit souches d’actinomycètes ont été sélectionnées pour la mise en évidence de leur 

éventuelle activité chitinolytique. Quatre d’entre elles appartiennent à une collection 

d’actinomycètes d’origine rhizosphérique, les quatre autres à une collection d’origine 

clinique.  Ces souches ont été isolées et identifiées respectivement par  Aouar lamia [4], et 

Zerizer habiba [92] (Tableau 2). 

 

Tableau 2. Les souches actinomycètes sélectionnées pour la mise en évidence de l’activité 

chitinolytique. 

Sol rhizosphérique [4] Prélèvements cliniques [92] 

Lac1 (Streptomyce sgriseus) GF 03 (Nonomuraea reseola) 

Lac3  (Streptomyces rochei) GF 44b (Kribbella sp) 

Vic8  (Nocardiopsis dassonvillei) GF 44c (Micromonospora aurantiaca) 

Pru16 (Streptomyces champavatii) GF 40 (Streptomyces sp) 

 

Les souches sont repiquées sur milieu ISP2 (Annexe 1), et incubées à 30°C pendant 7 jours. 

 

2. Mise en évidence de l’activité chitinolytique 

 
La mise en évidence de l’activité chitinolytique consiste à ensemencer les souches 

actinomycétales par simple strie sur un milieu minimum gélosé additionné de chitine 

colloïdale [milieu CCA (g/L) : K2HPO4, 0,7; KH2PO4, 0,3; MgSO4.5H2O, 0,5; FeSO4.7H20, 

0,01; ZnSO4, 0,001; MnCl2, 0,001; chitine colloïdale, 20; Agar, 20]. 

Après 8 jours d’incubation, la production de chitinase extracellulaire se traduit par 

l’apparition de zones claires autour des colonies. Le diamètre des zones d’hydrolyse est 

mesuré pour chaque souche.  

Afin de sélectionner les souches les plus performantes. La mise en évidence est 

d’abord réalisée sur un milieu CCA ajusté à trois différents pH (5, 7 et 9).  Après  incubation 

à 30°C pendant 8 jours, les souches présentant les plus grands diamètres d’hydrolyse sont 

retenues pour refaire le test aux mêmes conditions, mais avec une incubation à des 

températures différentes (20 à 50°C). Les souches qui montrent les plus grands diamètres 

d’hydrolyse, en fonction du pH et de la température sont sélectionnées pour  la suite.  
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3. Préparation de la chitine colloïdale  

 
La préparation de la chitine colloïdale a été réalisée selon le protocole modifié de Hsu 

et Lockwood [33]. Pour cela des morceaux de carapaces de crabes préalablement lavés à 

l’eau distillée sont broyé manuellement à l’aide d’un mortier et d’un pilon pendant 10 

minutes. La poudre obtenue est tamisée afin d’éliminer les plus grands morceaux. 

Afin de dissoudre les composés calciques contenue dans la carapace, vingt grammes de cette 

poudre sont traités avec 150 mL d' HCl concentré  (~12M) dans un bécher en verre de 1L. 

L’acide chlorhydrique est additionné lentement, avec agitation continue pendant 60 minutes 

sous hotte chimique et à température ambiante (25° C).  

Le mélange de chitine-HCl est ensuite passé à travers huit couches de gaze afin 

d’enlever les gros morceaux non dissous. Le filtrat limpide obtenu (~100 ml) est ensuite versé 

dans deux litres d'eau distillée froide pour permettre la précipitation de la chitine colloïdale ; 

Le tout est mis à 4° C  dans des conditions statiques afin de faciliter la précipitation de la 

chitine colloïdale. Apres 12h, le surplus d’eau est aspirer et le précipité est passé à travers 

deux  couches de papiers Whatman N°3. Le filtrat retenue dans le papier est ensuite 

abondamment lavée avec de l’eau distillée (~5L)  jusqu’à neutralisation du pH (pH~7). La 

chitine colloïdale ainsi obtenue est séchée, pour éliminer le maximum d’humidité, puis 

stérilisée et conservée à 4°C.  

 

4. Optimisation des conditions de culture pour la production de chitinase 

 
Une suspension sporale de la souche actinomycétale sélectionnée est préparée à partir 

d’une culture sur milieu ISP2. 10 mL d’eau physiologique sont versés aseptiquement sur la 

boite et les spores sont raclées à l’aide d’une anse platine. Cette suspension est ensuite 

prélevée dans un tube à essai stérile et la DO=620 est ajustée à 0,1, ce qui correspond à une 

suspension de 10
7
 spores/mL. 

Le milieu de culture préconisé pour la production de chitinase en milieu liquide, est le 

milieu CYS (g/L): [chitine colloïdale, 5,0; Extrait de levure, 0,5; K2HPO4, 2,0; MgSO4.7H2O, 

1,0; et  FeSO4.7H2O, 0,1 ; pH7] [62]. 

 

4.1.   Effet du temps d’incubation 

 

Afin de déterminer la période d'incubation optimale pour la production de chitinase, 

un Erlenmeyer de 250mL contenant 50mL de milieu CYS est inoculé par 1mL de suspension 
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sporale, puis incubé dans un agitateur rotatif  à 140 rpm à 30°C pendant environ dix jours. 

Chaque 24  heures, 2 mL de culture sont prélevés et centrifugés a 7000 rpm pendant 15 min, 

le surnageant est utilisé pour le dosage de l’activité enzymatique, alors que le culot sert à 

évaluer la biomasse. Le milieu de production stérile, non inoculé est  utilisé comme blanc 

pour le dosage de la chitinase. 

Le jour d’incubation présentant le pic de l’activité enzymatique est sélectionné pour le 

reste des fermentations. 

 

4.2. Effet du pH 

 

Pour observer l'effet du pH sur  la production de chitinase,  50 mL de milieu CYS sont 

préparés à différents pH (5, 6, 7, 8, 9). Les milieux sont par la suite inoculés par 1mL de 

suspension sporale et incubés à 30°C avec une agitation de 140 rpm. L’activité enzymatique 

ainsi que la biomasse sont  mesurées, au jour optimal d’incubation précédemment sélectionné.   

La valeur de pH donnant l’activité enzymatique la plus élevée est utilisée pour tous les autres 

tests.  

 

4.3. Effet de la température 

 

La température optimale pour l'activité chitinolytique est déterminée en effectuant la 

même procédure décrite ci-dessus. Des Erlenmeyer contenant 50 mL de milieu CYS, ajustés 

au pH optimum d’activité, sont inoculés et incubés sous agitation à différentes températures 

(25 à 50°C). 

 

5. Dosage de l’activité chitinolytique 

 
L’activité enzymatique de la chitinase a été déterminée en utilisant la méthode de 

dosage des sucres réducteurs par DNS [54].  Le mélange réactionnel est composé de 1mL 

d’extrait enzymatique brut ainsi que 1mL de  chitine colloïdale a 2% dans un tampon d'acétate 

de sodium (50mM, pH 5,0) (Annexe 2). Le mélange est incubé dans un bain marie agitateur 

pendant 30 min à 50°C. Après centrifugation à 5000 rpm pendant 15 min, 1 mL du surnageant 

sont prélevés et ajoutés à 3 mL de réactif DNS (Annexe 2) afin de stopper la réaction. Le tout 

est porté au bain marie à 100 °C pendant 5 min puis refroidis dans de la glace. La DO est 

mesurée au spectrophotomètre (Shimatzu UV-120-02) à 540 nm. 

 La quantité de sucres réducteurs libérés est calculée en fonction de la courbe étalon du 

D-Glucosamine hydrochloride utilisé comme référence (Annexe 3).  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Bain_marie
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 Une unité d'activité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme capable de 

libérer 1 μmol de GlcNAc par mL en 1min, dans ces conditions. 

 

6. Mesure de la biomasse 

 
La mesure du poids sec de la biomasse est effectuée pour déterminer la concentration 

cellulaire des actinomycètes au cours des fermentations. 2,0 mL de bouillon de culture sont 

prélevés et centrifugés à 7000 rpm pendant 15 minutes. Le surnageant est éliminé et le culot 

restant est dissous dans 1,0 mL d'eau distillée. Le mélange est ensuite versé dans un support 

de filtration monté sur une membrane d’acétate de cellulose. La taille des pores de la 

membrane utilisée est de 0,2 µm. Après filtration, la membrane contenant les cellules 

bactériennes est séchée à  température ambiante  pendant 3 jours. La membrane est pesée 

chaque jusqu’à stabilisation du poids. La différence de poids est calculée puis exprimée en 

poids sec (mg/mL). 

 

7. Extraction et purification partielle de l’enzyme 

 
Apres avoir évaluer l’effet du temps d’incubation, du pH, et de la température, la 

souche actinomycétale est cultivée dans 200mL de milieu CYS avec les conditions optimale 

pour la production de chitinase. 

Apres fermentation,  l’extrait protéique brut extracellulaire est recueilli par 

centrifugation à 7000 rpm pendant 15 minutes puis filtré en utilisant des membranes de 

0,45µm. 

Une purification en une seule étape est réalisée selon la méthode proposée par Nawani 

et Kapadnis  [63]. Le filtrat de culture (200 mL) est  soumis à une précipitation avec du 

sulfate d'ammonium dans un intervalle de 50-80% de saturation (Annexe 3).  Ce processus est 

réalisé à 4°C afin de maintenir l'activité biologique de la chitinase. La solution est doucement  

agitée et laissée pendant 4 heures à 4°C jusqu'à ce que tout le sulfate d'ammonium soit 

complètement dissous. Le précipité ainsi  obtenu est recueilli par centrifugation à 10.000 g 

pendant 20  min. Le culot est ensuite dissous dans 10 mM d’acétate de sodium, pH 5,0 

(Annexe 2). 
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L'échantillon de protéine est dialysé à 4°C contre 20 mM de tampon acétate de sodium 

(pH 5,0) (Annexe 2),  pendant au moins 12 heures. Le tampon doit être renouvelé tous les 4 

heures. Après cette étape, une concentration sur membrane est réalisée (Centricon millipore, 

seuil de rétention : 10 kDa). L’activité chitinolytique du culot et du surnageant est mesurée 

après chaque étape. 

 

8. Test d’activité antifongique 

 
Des disques stériles de papier Whatman N°3 de 6 mm de diamètre reçoivent 50 µL 

d’extrait enzymatique. Les témoins negatifs reçoivent 50 µL d’extrait enzymatique dénaturé 

par chauffage à 100°C pendant 5 min. Après séchage sous courant d’air chaud les disques 

sont déposés sur les boites de Pétri contenant du milieu PDA préalablement ensemencé par les 

différents champignons tests par piqure centrale. Les boites sont ensuite incubés 30° C. La 

lecture des résultats est réalisée après 4 jours d’incubation. Toute zone d’inhibition de 

croissance autour des disques, même de faible diamètre, est considérée comme résultat 

positif.  

Les champignons utilisés pour ce test proviennent du laboratoire de « Génie 

Microbiologique et Applications », Université Constantine 1. (Aspergillus niger CIP 1431, 

Trichophyton rubrum CIP 2043.92, et Fusarium oxysporum CIP 625.72). 
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                                                                                 Résultats & Discussion 

1. Mise en évidence de l’activité chitinolytique sur milieu solide 

L’hydrolyse de la chitine se traduit par l’apparition d’un halo clair autour des colonies. 

Après ensemencement des souches, sur un milieu minimum contenant la chitine 

comme seule source de carbone et d’énergie, et incubation de 8 jours à 30°C, nous avons 

observé  la croissance de toutes les souches sur ce milieu, en particulier celles appartenant au 

genre Streptomyces (Lac1, Lac3, et Pru16) (Figure 3) 

À pH 5, aucune zone claire n’apparait autour des colonies. 

À pH 7, l’apparition d’un halo clair est détecté autour des colonies de 5 souches (GF 

44b, GF 44c, GF 40, Vic8 et Pru16) sur les 8 testées.  

Alors qu’a un pH basique de 9, les zones claires apparaissent autour des colonies de 6 

souches (GF 44b, GF 44c, Lac 1, Lac 3, Vic8 et Pru16). À ce  pH, les plus grands diamètres 

mesurés sont ceux des souches GF 44b et Pru16. Ces deux souches ont été sélectionnées pour 

évaluer l’effet de la température sur la production enzymatique au pH optimum.  

Les deux souches GF44b et Pru16 sont ensemencées sur un milieu CCA, à pH 9 et 

incubées à 20, 30, 40 et 50°C.  Les plus grands diamètres d’hydrolyse mesurés sont observés 

pour les deux souches à une température de 30°C. Aucune croissance des souches n’a été 

notée à des températures de 40° et 50°C (Tableau 3).  

 

Tableau 3.  Effet du pH et de la température sur le diamètre des zones d’hydrolyse. 

  Isolats rhizosphériques Isolats cliniques 

  Lac1 Lac3 Vic8 Pru16 GF44b GF44c 40 03 

p
H

 

5 - - - - - - - - 

7 - - ++ ++ ++ ++ + - 

9 ++ + ++ +++ +++ + - - 

T
em

p
ér

at
u
re

 °
C

 20 / / / + - / / / 

30 / / / +++ +++ / / / 

40 / / / abs abs / / / 

50 / / / abs abs / / / 

           (-) : pas de zone d’hydrolyse     (+) : < 3mm       (++) : ≥3 et <6 mm        (+++) : ≥ 6mm    abs : absence de croissance 
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Les souches GF 44b et Pru16 présentent de manière qualitative le meilleur rendement 

de production de chitinases sur milieu solide (Figure 4). Seule la souche GF44b appartenant 

au genre Kribbella, considérée comme un des genres rares d’actinomycètes,  a été 

sélectionnée pour la suite de ce travail. 

 

2. Optimisation des conditions de cultures pour la production de chitinases 

corrélée à la biomasse sur milieu liquide  

 

2.1. Effet du temps d’incubation (Figure 5) 

La souche GF44b a été ensemencée dans 50 mL de milieu CYS  à pH 7, et incubée 10 

jours à 30°C sous agitation continue. Un prélèvement de 2 mL est effectué chaque 24h afin 

d’estimer l’activité chitinolytique. 

À J0, l’activité chitinolytique est de 0,0065U/mL, ceci s’explique par la présence de 

sucres libre réducteurs dans le milieu de culture,  en effet l’extrait de levure contenu dans le 

milieu est très riche en glucanes, en plus des glutamates et des vitamines. La souche va donc 

préférentiellement commencer à utiliser ces sucres avant de commencer à dégrader la chitine. 

La production de chitinases n’est initiée qu’après 24h d’incubation.  Entre le 1
er

 et le 

6
éme

 jour, l’activité chitinolytique augmente progressivement jusqu’à atteindre une valeur de 

0,0259 U/mL et à partir du 6
éme

 jour, nous observons une augmentation exponentielle de 

l’activité pour atteindre son maximum a J8: 0,0407U/mL. 

 

 

Figure 5. Effet du temps d’incubation sur la production de chitinases et de biomasse. 
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Nous notons deux phases de croissance bien distinctes. À l’inoculation, le poids sec de 

la souche est de 4,5mg/mL. Une augmentation de la biomasse est notée après 24h 

d’incubation et se stabilise jusqu’à J4 (5,0 mg/mL). Cette croissance s’explique par 

l’utilisation des sucres libres déjà présents dans le milieu par la souche. À la même période, 

une augmentation relative de la production de la chitinases est notée. A partir du 4
éme

 jour, la 

souche commence à utiliser les sucres issus de l’hydrolyse de la chitine par l’enzyme et entre 

en phase exponentielle de croissance jusqu’à atteindre son maximum (6,5 mg/mL) au 8
éme

 

jour. Durant cette phase la biomasse est en corrélation avec la production de chitinases 

(0,0407U/mL). 

Après le 8
éme 

jour, l’épuisement de la chitine du milieu entraine une régression de 

l’activité chitinolytique et de la biomasse. La souche entre alors en phase de déclin.  

Subramanian et al., ont également noté un maximum de production de chitinases de 

la souche Streptomyces sp. CDB20  après 8 jours d’incubation [84], alors que Nawani et 

Kapadnis ont rapporté que la production de chitinases par streptomyces sp. Nk 1057 atteint 

son maximum après 5 jours [63]. D’autre part, Joo a trouvé un maximum de production chez 

Streptomyces halstedii après 72 heures d’incubation. Tandis que le maximum de production 

de  microspora sp.V2 est à 48h  selon Nawani et al., [64]. 

Le temps d’incubation pour une production optimale de chitinases varie d’une souche 

à l’autre selon la spécificité métabolique de chacune d’elles. Plusieurs autres facteurs entrent 

en jeu tel que la taille de l’inoculum, la composition et le volume du milieu de fermentation. 

 

2.2 Détermination des optimums de pH et de température   

L’influence du pH et de la température sur la production des chitinases par la souche 

GF44b après une fermentation de 8 jours, à 30°C sous agitation continue, est représentée dans 

les figures 6 et 7.  

L’activité chitinolytique varie en fonction du pH du milieu. La plus grande activité a 

été enregistrée dans le milieu de culture ajusté à un pH 9 (0,078U/mL), tandis que la 

température optimale pour l’activité chitinolytique est de 30°C (0,081U/mL). 

Ainsi contrairement à notre souche, le pH et la température optimums pour la 

production de chitinases de la souche Microbispora sp V2, est de 7 et 40°C respectivement 

[64]. 

Aussi, Taechowisan et al., rapportent que l’activité chitinolytique chez la souche 

Streptomyces aureofaciens est optimale à un pH compris entre 6,5 et 7 et une température de 

30-40°C [85].  
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Le maximum de production de chitinases par une culture de 60h de la souche 

Streptomyces spANU 6277 est obtenu à un pH de 6 et une température de 35°C,  Ceci a été 

déterminé sur milieu CYS additionné de 1% de chitine [62]. 

 

 

Figure 6. Effet du pH sur la production de chitinases et de biomasse. 

 

 

Figure 7. Effet de la température sur la production de chitinases et de biomasse. 

 

Pour la souche Streptomyces thermoviolaceus OPC-520, le pH optimal pour l’activité 

chitinolytique est compris entre 8,0 et 10,0 [87], ce résultat est comparable à celui obtenu 

pour la souche GF 44b qui montre un optimum de production a un pH 9. Cependant, aucune 

étude jusqu’à présent ne rapporte la production de chitinases par une souche appartenant au  
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genre Kribbella ceci s’explique par le fait que ce genre n’a été découvert qu’en 1999, il 

comporte 16 espèces citées dans le Bergey’smanual 2013. 

 

Les souches de Kribbella sont des aérobies strictes, elles se développent à un pH 

neutre à alcalin. Les espèces Kribbella catacumbae, Kribbella koreensis et Kribbella 

sancticallisti poussent à un pH optimal de 10 [46, 88]. Le genre Kribbella est largement 

distribué dans l’écosystème tellurique surtout dans les sols de différentes origines incluant les 

milieux acides et les sites pollués. (Ding et al.,Genbank accession no AFJ938352 ; Zheng et 

Huang, Genbank accession no EU697199) [13, 47]. Leur température optimale de croissance 

varie d’une espèce à une autre, mais tous les organismes de ce genre poussent bien entre 25 et 

30°C.  La température de croissance la plus élevée et la plus basse sont 45°C (Kribbella 

swartbergensis [21])  et 8°C (Kribbella ginsengisoli [17]) respectivement. 

 

3. Extraction et purification partielle  

La purification partielle des chitinases extracellulaires produites par GF 44b a été 

réalisée par une précipitation au sulfate d’ammonium suivie d’une dialyse et d’une 

concentration sur membrane. L’activité chitinolytique est mesurée après chaque étape. 

(Tableau 4). 

  La précipitation au sulfate d’ammonium a été choisie pour sa facilité de réalisation en 

plus d’être une méthode qui ne dénature pas les enzymes.  Selon Gomes et al., [25], une 

saturation en sulfate d’ammonium de 50-80%, est l’intervalle le plus favorable pour la 

précipitation des chitinases à partir d’un extrait enzymatique brut. 

 Le culot formé durant la précipitation, est immédiatement soumis à une dialyse afin de 

prévenir l’inhibition de l’enzyme par les sels d’ammonium [82]. A ce stade, l’activité 

chitinolytique de l’extrait dialysé est de 0.061U/mL. La concentration sur membrane 

(Centricon, 10 Kda) a permis d’éliminer le maximum de tampon et de concentrer l’extrait 

jusqu’à vingt fois. Cependant en raison du faible volume de l’extrait enzymatique concentré, 

l’activité n’a pu être mesurée. 
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Tableau 4. Concentration de l’extrait enzymatique. 

 Volume Activité enzymatique (U/mL) 

Extrait brut 200mL 0,027 

Après précipitation au  

(NH4)2SO (50-80%) + dialyse   
2mL 0,061 

Après Concentration 300μL ND 

ND : non disponible 

 

4. Test d’activité antifongique 

L’extrait enzymatique concentré de la souche GF 44b est testée pour évaluer son 

activité antifongique. Après quatre jours d’incubation à 30°C, une zone d’inhibition est notée 

à la périphérie des disques contenant l’enzyme contre les trois champignons tests (Figure 8) 

dont le diamètre de lyse est variable d’un mycète à l’autre (Tableau 5). Aucune inhibition 

cependant n’est détectée autour des témoins négatifs contenant l’enzyme dénaturée. Ainsi 

nous constatons que les champignons sont inhibés par l’action de la chitinase. 

 

Tableau 5. Activité antifongique de l’extrait enzymatique concentré de la souche GF 44b. 

 
Aspergillus niger 

CIP 1431 

Trichophyton  rubrum 

CIP 2043.92 

Fusarium oxysporum 

CIP 625.72 

Témoin Négatif - - - 

Témoin positif 

(Terbinafine chlorydrate, 

25mg/mL) 

+ + + 

Extrait enzymatique 

concentré (X20) 
+ + + 

(-) absence d’inhibition     (+) présence d’inhibition 

D’autres études menées sur l’activité antifongique des chitinases ont été rapportées. 

Les chitinases isolées à partir de la souche Streptomyces griseus montre une activité 

antifongique contre : Aspergillus sp., Phycomyces blakesleeanus, et Trichoderma reesei [90] . 

Hoster et al., ont rapporté une activité antifongique de ces mêmes chitinases contre 

Aspegillus nodulans et des phytopathogènes tel que Botrytis cinerea, Fusarium culmorum, 

Gulgnardia bidwellii et Sclerotia sclerotiorum [32]. 
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D’autre part, Kim et al., ont déterminé l’activité antifongique d’une chitinase purifiée 

à partir de Streptomyces sp.M-20 contre Botrytis cinerea [43].  

Elad et al., et crawford et al., suggèrent que la dégradation de la paroi cellulaire par 

l’enzyme, est le mécanisme principale impliqué dans le contrôle biologique des champignons 

phytopathogènes [19, 16]. 

Concernant le genre Kribbella, seule la souche Kribbella antibiotica a été rapporté 

comme ayant une activité antifongique [49]. 

L’activité antifongique des chitinases extraites à partir de la souche GF44b, contre 

plusieurs genres de champignons, montre que cette souche peut être utilisée comme un agent 

de biocontrôle contre plusieurs maladies. 
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                                                                          Conclusion & Perspectives 

 

L’étude a visé de sélectionner la souche qui montre la meilleure activité chitinolytique 

parmi les huit du départ provenant de deux sources différentes (échantillons cliniques et 

rhizos phériques).  

L’optimisation des conditions de cultures de la souche GF44b pour la production de 

chitinases nous a permis de trouver que l’activité chtinolytique atteint une valeur maximale 

après 8 jours d’incubation (0,0407U/mL). La comparaison entre les cinétiques de production 

enzymatique et la croissance bactérienne montre qu’elles sont corrélation.  

Le pH et la température influent sur la production enzymatique de la souche GF44b. 

Cette étude a permis de déterminer une production maximale à un pH 9, et à une température 

de 30°C.  

Afin d’extraire l’enzyme extracellulaire, une fermentation dans les conditions 

optimales a été réalisée, l’extrait enzymatique ainsi obtenue après précipitation au sulfate 

d’ammonium (50-80%) et dialyse, est concentré et soumis à un test d’activité antifongique 

contre 3 champignons tests (Aspergillus niger CIP 1431, Trichophyton rubrum CIP 2043.92, 

et Fusarium oxysporum CIP 625.72). La chitinase se montre active sur tous les champignons 

test et inhibe leur croissance. 

Cette chitinase extracellulaire extraite à partir de la souche GF 44b, présente un intérêt 

important pour poursuivre les recherches sur cette enzyme, une purification et un séquençage 

sont nécessaire pour une meilleure caractérisation. Surtout qu’aucune étude jusqu’à présent ne 

rapporte la production de chitinases par une souche appartenant au  genre Kribbella ; genre 

auquel la souche GF44b appartient. 
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                                                                                                          Annexes 

ANNEXE : 01   

 

 
Milieux de culture 

 

 
 

Milieu ISP2  
 

Extrait de levure                                      4g 

Extrait de malte                                      10g 

D-glucose                                                 4g 

Agar                                                      20g 

CaCO3                                                      2g  

Eau distillée stérile                         1000mL 

                               pH 7,3 

 

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) 

 

 Pomme de terre                                    200g 

 Glucose                                                     1g  

 Agar                                                        20g  

 Eau distillée                                    1000mL 

pH  7,0 

 

 

 

 

Milieu CCA (Colloidal Chtin Agar) 

 

Chitine                                                   20g   

K2HPO4                                                                            0,7g                                                                                                                                                                                                                                                                                            

KH2PO4                                                 0,3g 

MgSO4 . 5H2O                                      0,5g 

FeSO4 . 7H2O                                      0,01g 

ZnSO4                                               0,001g  

MnCl2                                                                          0,001g                                                                                                                            

Agar                                                       20g 

Eau distillée                                    1000mL 

pH 7, 3 

 

 

Milieu CYS (chitin Yeast extract Salt) 

 

  Chitine                                                40mL 

  Extrait de levure                                  0,25g  

  K2 HpO4                                                    1g  

  Mg SO4 . 7H2O                                      0,5g   

  Fe SO4 .7H2O                                      0,05g   

  Eau distillée                                      500mL 

pH 7,0 
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                                                                                                          Annexes 

ANNEXE : 02   
 

 

Tampons et réactifs utilisés 

 

 

Tampon acétate de sodium 0,02 M 

 

Acétate de sodium                              1,64g 

Acide acétique glacial                     1,14mL 

Eau distillée                                    1000mL 

pH 5,0 

Tampon acétate de Sodium 0,05 M 

 

Acétate de sodium                                 4,10g 

Acide acétique glacial                        2,85mL  

Eau distillée                                      1000mL 

pH 5,0 

 

 

Tampon acétate de sodium 0,01 M 

Acétate de sodium                                 0,82g 

Acide acétique glacial                        0,57mL 

Eau distillée                                      1000mL 

pH 5,0 

 

 

 

 

Réactif DNS (Miller et al., 1956) 

NaOH                                                         1g 

Potassium Sodium Tartare                    18,2g 

3,5-Dinitrosalicyclic Acid                          1g 

Phénol                                                      0,2g 

Sodium sulfite                                       0,05g 

Eau distillée                                        100mL 
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                                                                                                          Annexes 

ANNEXE : 03  

 

 

 

Courbe d’étalonnage du D-Glucosamine hydrochloride (215,64 g/mol) 

 

 

 

 

 

 

 

Nomogramme de sulfate Ammonium (T°=4°C) 
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                                                                                                  Abstract 

Actinomycetes are bacteria known to produce a multitude of enzymes such as 

chitinases. Chitinase is recently used as one of the ways of biological fight. Their capacity to 

degrade the chitin allows them to be used as antifungal less toxic and less expensive than the 

phytosanitary products. It is massively used for the treatment of the fields of cultures against 

phytopathogenes Fungi. 

 

The medium CCA, containing some colloidal chitin as the only source of carbon and 

energy was used to highlight and select the best actinomycetal strain producer of chitinase. 

The strain GF 44b belonging to the kind Kribbella was held for the continuation of the study. 

 

         The optimization of the conditions of culture on liquid medium allowed to determine a 

production of chitinase maximal by the strain GF44b (0,0407U/mL), after a period of 

incubation of 8 days, with an optimal pH of 9, and a temperature of 30°C. 

 

After fermentation and extraction of the extracellular chitinase produced by GF 44b by 

precipitation in the sulfate of ammonium (50-80 %), the concentrated enzymatic extract was 

tested to estimate its activity on three Fungi tests (Aspergillus Niger CIP on 1431, 

Trichophyton rubrum CIP 2043.92, Fusarium oxysporum CIP 625.72).  

 

The test of antifungal activity showed itself positive against all the fungi. A zone of 

inhibition was noted around disks containing the chitinase while no zone appears to the 

periphery of the negative witnesses containing the distorted enzyme. This shows that the 

inhibition is due to the action of chitinases against fungi. 

 

 This promising result allows to pursue the characterization of this enzyme, and to see 

its possible application as an agent of bio control in the agricultural and medical domain. 

 

Keywords: Chitinases, Actinomycets, Kribbella, antifungal activity, optimization. 

 

 

 



  

  
 

 

 ملخص                                                                                                          

الأكتُٕٛيٛساث يعزٔفت بئَتاج يجًٕعت يتُٕعت يٍ الإَشًٚاث يثم انكٛتُٛاس انتٙ تستخذو يؤخزا كٕسٛهت بكتٛزٚا 

، الاططُاعٛتٔ قذرتٓا عهٗ تفكٛك انكٛتٍٛ تسًح باستخذايٓا لأَٓا أقم سًٛت ٔأقم تكهفت يٍ انًبٛذاث ,نهًكافحت انبٕٛنٕجٛت

 انفطزٚاث انًًزضت نهُباث.تستخذو عهٗ َطاق ٔاسع نعلاج حقٕل انًحاطٛم ضذ انتٙ 

   

انذ٘ ٚحتٕ٘ عهٗ انكٛتٍٛ انغزٔٚت كًظذر ٔحٛذ نهكزبٌٕ ٔانطاقت لاختٛار أفضم سلانت CCAتى استخذاو انٕسظ          

 نًٕاطهت انذراست. Kribbellaجُس يٍ   GF 44bنهكٛتُٛاس. ٔقذ تى اختٛارانسلانت  الأكتُٕٛيٛساث انًُتجت

،  GF44bنهشرع فٙ انٕسظ انسائم نتحذٚذ انطاقت الاَتاجٛت انقظٕٖ نهكٛتُٛاس يٍ طزف سلانت   انًثهٗتى دراست الأٔضاع 

 . C03°، ٔدرجت حزارة 9أٚاو، يع درجت انحًٕضت انًثهٗ يٍ  8بعذ  ٔ انتٙ بذث

 

-03) بسهفاث الأيَٕٕٛو   بعذ انتزسٛبGF 44B انتٙ تُتجٓا  خهٕٚتخارج انبعذ انتخًٛز ٔاستخزاج انكٛتُٛاس   

  Aspergillus Niger  CIP 1431 ,)تى اختبار يستخهض الاَشٚى انًزكش نتقٛٛى َشاطّ عهٗ ثلاثت انفطزٚاث  .٪(83

  23.0.92  Trichophyton  rubrum  CIP ،CIP 625.72  Fusarium  oxysporum)  كاٌ اختبار انُشاط  حٛث

 ص انتٙ تحتٕ٘ عهٗ انكٛتُٛاس  يع عذو ظٕٓر أ٘ يُطقتضذ كم انفطزٚاث إٚجابٙ. ٔنٕحع ٔجٕد يُطقت تثبٛظ حٕل الأقزا

تثبٛظ فٙ يحٛظ انشٕاْذ انسهبٛت انتٙ تحتٕ٘ عهٗ الاَشٚى انًشِٕ . ْذا ٚذل عهٗ أٌ انتثبٛظ ْٕ َتٛجت نعًم انكٛتُٛاس ضذ 

حت انحٕٛٚت فٙ يٛذاٌ انًشٚذ يٍ انتٕطٛف نٓذا الاَشٚى، ٔ تطبٛقّ كعايم نهًكاف بئجزاءانفطزٚاث. ْذِ انُتٛجت انٕاعذة تسًح 

 انشراعت ٔانطب.

 

 

انًكافحت انحٕٛٚت. , اختبار انُشاط ضذ انفطزٚاث  , Kribbella , الأكتُٕٛيٛساث, انكٛتُٛاس : المفتاحية  الكلمات    
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Résumé : 

       Les actinomycètes sont des bactéries connues pour produire une multitude d’enzymes tels 

que les chitinases. Les chitinase sont récemment utilisées comme un des moyens de lutte 

biologique. Leur capacité à dégrader la chitine permet de les utilisées comme des anti-

fongiques moins toxiques et moins couteux que les produits phytosanitaires, Massivement 

utilisés pour le traitement des champs de cultures contre les champignons phytopathogenes.   

        Le milieu CCA, contenant de la chitine colloïdale comme seul source de carbone et 

d’énergie a été utilisé afin de mettre en évidence et de sélectionner la meilleure souche 

actinomycétale productrice de chitinase. La souche GF 44b appartenant au genre Kribbella a 

été retenue pour la suite de l’étude. 

L’optimisation des conditions de culture sur milieu liquide a permis de déterminer une 

production de chitinase maximale par la souche GF44b (0,0407U/mL), après un temps 

d’incubation de 8jours, avec un pH optimale de 9, et une température de 30°C. 

        Apres fermentation et extraction de la chitinase extracellulaire produite par GF 44b par 

précipitation au sulfate d’ammonium (50-80%). L’extrait enzymatique concentré a été testé 

afin d’apprécier son activité sur  trois champignons tests (Aspergillus niger CIP 1431, 

Trichophyton rubrum CIP 2043.92, Fusarium oxysporum CIP 625.72). Le test d’activité 

antifongique s’est révélé positif contre tous les champignons. Une zone d’inhibition a été 

notée autour des disques contenant la chitinase alors qu’aucune zone n’apparait à la périphérie 

des témoins négatifs contenant l’enzyme dénaturée. Ceci montre que l’inhibition est due à 

l’action des chitinases sur les champignons. Ce résultat prometteur permet de poursuivre la 

caractérisation de cette enzyme, et voir son  éventuelle application comme un agent de 

biocontrôle dans le domaine agricole et médical. 
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