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Résumé

Notre travail s’est intéressé en premier lielliisalement d’actinomycetes a partir de
deux sols différents (un sol forestier situé dansélgion de Chaabe Erassas et un sol sumie-
aride environnent une source thermale de Tleghma)Mies échantillons prélevés ont subi
différents traitements avant étre ensemencer saremilieux de culture différents qui sont
'Olson modifié, amidon-caseine, Czapek et Gausggplémentés par deux substances
antimicrobiennes. Les résultats montrent quediéetment par le CaCO3 favorise I'isolement
de ces microorganismes beaucoup plus que le clgaudfd00°C. Les milieux amidon-caséine

et Olson se sont montré les plus favorables aulolgwement d’actinomycetes.

La deuxieme étape a été consacrée a la mise @enéei de I'aptitude des 21 souches
sélectionnées parmi les 75 isolées a produire guatrzymes qui sont, I'amylase ; la
caséinase ; la gélatinase ; la tyrosinase. La plujes souches a donné des résultats positifs
ce qui démontre leurs importance. La tyrosinaséeastyme la plus produite par nos souches
suivi par 'amylase puis la gélatinase et |la cassgn

Mots clés: actinomycetes, isolement, activité enzymatigamylase, caséinase, gélatinase,

tyrosinase.



Abstract:

Our work was primarily concerned with the isolatiohactinomycetes from two different
soils (soil forest locate in the region of Chaabdas and soil thermal locate dan the region of
Tlaghma Mila). The samples taken underwent diffetezatments before being sequestered
on four different culture media which are Olson iified, starch-casein, Czapek and Causse
supplemented with two antimicrobial substances. résalts show that treatment with CaCO3
promotes isolation of these microorganisms muchentiban heating at 100 ° C. The starch-
casein and Olson media proved to be the most faleoréor the development of
actinomycetes.

The second step was devoted to highlighting thétylof the 21strains selected among 75
isolated to produce four enzymes which are amyleaseinase; gelatinase; tyrosinase. Most
of the strains gave positive results which demansttheir importance. Tyrosinase is the most
enzyme produced by our strains followed by amyéaskthen gelatinase and caseinase.

Key words: actinomycetes, isolation, enzymatic activity, aas@, caseinase, gelatinase,

tyrosinase.
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Introduction

Les microorganismes sont omniprésents dans notieoenement (le sol, I'air et les
eaux) et ne cessent d'occuper une place de plydusnimportante dans notre vie et sont

actuellement a I'origine de I'essor du domainealbibtechnologi€¢Smaoui, 2010).

Les actinomycetes sont des bactéries filamentedesesructure analogue a celle des
champignons auxquels elles étaient autres foismédésis. Mais malgré leur aspect
morphologique de type fongique, leur physiologiéeet organisation cellulaire sont de type
procaryote et confirment leur classification pahesi bactériegBousseboua, 2002).

Dans le sol, ces microorganismes sont généralerpirg nombreux que les
champignons mais moins abondants que les autrdsrigagBoudmagh, 2007) lls sont
d'importants décomposeurs de la matiere organigee,qui rend le sol fertile et par
conséquent améliore les récolt€Kitouni et al., 2005) Ces bactéries sont capables de
meétaboliser plusieurs et difféerent composés conmareslicres (Polysaccharides), les alcools,
les acides aminés et les composés organiquesldifiient métabolisés tels que la chitine et la
pectine par la production d’enzymes extracellufaiteeur aptitude a dégrader les pesticides,
les herbicides avait également été signéamimeli et al,2003)

L’exploitation croissante des enzymes dans les dwsandustriels fait appelle a un
besoin continuel pour avoir des conditions de pctida intéressantes de point de vues

guantitatif et qualitatif, ce qui pousse les cherals a continuer leurs travaux de screening.

La premiére partie de notre travail consiste esol@ment d’actinomycetes a partir de
deux échantillons de sols difféerents. Les échamdl prélevés ont subi différents
prétraitements avant d’étre ensemencés sur qudieaixnde culture différents supplémentés
de deux substances antimicrobiennes. Le screesgngndaire concerne la recherche de
guelques enzymes appartenant a la classe des #&g@lsolqui sont: les amylases, les
caseéinases, les gélatinases et les tyrosinasessantfappel a différents milieux de culture et

techniques.
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1. Les actinomycetes

1.1. Généralités

Les actinomycetes sont des bactéries a coloragd@rdm positif, avec un taux éleves
de (G+C)% comprit entre 60et70%, formant des filatmenince et ramifiegDgigal, 2003 ;
Pelmont, 2005).

Elles ont souvent été confondues avec les champsgriu fait de I'allure mycosique
des maladies qu'elles provoquent et aussi de leamphologies fongoides. Leur
appartenance aux procaryotes est due au faiteegue natériel génétique est dépourvu de
noyau contrairement aux eucaryotes dont le matéeektique est inclus dans un noyau

entouré d’'une enveloppe nucléaif@ito, 1998 ; Lefebvre, 2008 ; Messoudi, 2014).

Sur milieu solide, ces bactéries forment des celrsouvent pigmentées (blanc,
creme, jaune, violet, rose, gris, etcdnstituées d’hyphes, qui irradient par croissance
centrifuge tout autour de germe qui leur a donriésaace. Le diameétre des hyphes varie
habituellement de 0,5 & 1um (deux a dix fois plest gue celui des champignons qui est de
2-5um)(Gottlieb, 1973 ; Eunice, 1983 ; Rastogi et Kishord 997 ; Perryetal., 2004 ).

1.2. Les caracteres culturaux

D’aprés Nouredine, (2006) et Boudjellaet al., (2007), les caractéeres culturaux
contribuent parfois dans la différenciation desrgserd’actinomycétes entre eux. Parmi les
caracteres culturaux importants, on trouve :

* la production d’'un mycélium aérien (MA) (cas de Hwaux genres) ou non (exemple

Actinoplanes, Micromonospora et Rhodocogrus

* la présence ou non de mycélium du substrat (MS) ;
* lacouleur du MA et du MS ;

* la production et la couleur des pigments diffusidans le milieu de culture.

1.3. Caractéeres morphologique
La morphologie des actinomyceétes est trés varialgeut rencontrer deux groupes :
Le premier groupe se compose d'organismes gprésentent pas de caractéristiques
morphologiques particulieres et forment seulemente unasse de filaments ramifiés

(mycélium).



Le second groupe : comprend les organismes qui smmphologiguement plus
complexes que le premier on peut rencontrer dedldsaet aussi des coccobacilles comme
Rhodococcust Mycobactériunm(Lechevalier, 1985 Avril et al., 1992).

D’autres structures morphologiques sont observébez certaines especes

d’actinomycétes a savoir:

» les sclérotes qui sont formés dans le geébhainia est constitué par une masse
d’hyphes cloisonnés dont les vacuoles sont chargédsglycérides et d’acides gras
ramifiés ;

* les synnemata (ou corémies)qui sont des assembtagepacts d’hyphes dressés,
parfois fusionnés et portant des conidies apicaledatérales (Cette structure est
caractéristique du genfetinosynnema)

* les vésicules appelés sporanges, contenant desssgiqpeuvent étre rencontrés sur le
mycélium aérien bien développé ou sur la surfaceottnies dépourvues ou ayant un
mycélium aérien peu développé (lls sont présentsz ckes Frankia et les
Dactylosporangium(Theilleux, 1993 ; Neyra, 1992).

1.4. Taxonomie et critéres de classification destawomyceétes

1.4.1. Critéres de classification

L’identification des genres et des espéces seefmd un ensemble de caracteres
morphologiques, fonctionnels, chimiotaxonomiques géinomiques, rassemblés dans le
(tableau 01).L’ensemble des caractéristiques de chaque taxct@rizen est répertorié dans le
Manuel Bergey un ouvrage de référence pour la taxonomie defies, qui comprend un
volume en deux parties regroupant le phylum Aesinobacteria(Bergey’'s Manual of

SystematiBacteriology 2012).



Tableau 01 :Principaux critéres utilisés pour la taxonomie @esnomycetes.

Criteres taxonomigge

Références

Criteres
Morphologique

Mycélium fragmenté ou non.

Présence ou non de mycélium aérien.

Couleur des mycélia.
Production des spores.
La production ou non de structures

spéciales comme les sporanges, les
sclérotes et les zoospores

(Bergey's ; 1989)

Critéres
chimio-taxonomiques

Composition cellulaire en acides
aminées, en sucres et en lipides.

Tolérance au chlorure de sodium.

Résistance a certains antimicrobien

Séf:[amari, 2006)

Critéeres tolérance a des différentes valeurs ©

Physiologique température, de pH et de salinité
Recherche des enzymes et différents
métabolites intermédiaires et
Terminaux.
Coefficient de Chargaff ou G+C% | (Stanckebrandttal.,

1997)
Criteres Séquencage des génes de 'ARNr 16S.
Moléculaires (Smaoui, 2010).

Taux d’hybridation ADN/ADN.

(Wayneetal., 1987)




1.4.2. Taxonomie

La taxonomie est I'étude de la diversité des miaganismes et des relations

susceptibles d’exister entre e{idtouni, 2007).

Selon leBergey’s Manual de Systematique Bactériologiq2012)les actinomycetes
sont classés dans le domaBecteriaet le phylumActinobacteriaqui est subdivisé a son
tour en 06 classes. La plus importante est IaeldssA\ctinobacteriaqui se divise en 15
ordres. Les plus importants sont ceux AeBnomycetalest Streptomycetaleivoir tableau
2). (Goodfellowet al, 20012).



Tableau 02 :classification des actinomyceétes seloBé&rgey’s Manual of Systématique
Bactériology,(2012).

Domaine

Bacteria

Phylum

Actinobacteria

Classes

Nitriliruptoria | Acidimicrobia | Actinomicrobia

Rubrobacteri

Ordres

-Actinomycetales
-Streptomycesale
-Actinopolysplas
-Bifidobactersl
-Catenulisporale
-Corynebacteesl
-Frankiales
-Glycomycétales
-Jiangellales
-Kineosporiales

-Micrococcales

-Micromonosporale
-Propionibactegasl
-Pseudonocardiales

-Streptosporangil

Familles

Actinomycetaceae

Streptomycetaceae

Genres

Actinomyces Mobiluncus

Actinobaculum Trueperella

Arcanobacterium Varibaculum

Streptomyces
Kitasatospora

Streptoverticillium

aCoriobacteria| Thermoleophilia




1.5.Ecologie et distribution dans la nature

Les actinobactéries sont des microorganismes ithicggs que I'on rencontre sur tous
les substrats naturels courafifgaksman, 1959 ; Porter, 1971 ; Lacey, 1973 ;Williamst
al., 1984).

1.5.1.Le sol

Les actinomycetes du sol sont surtout présents ueface, entre 0 et 2 m de
profondeur. lls produisent des substances spéesidelles que la géosmine et le 2-méthyl-
isobornéol qui sont responsables de I'odeur caiiatitfie des sol@Omura, 1992; Zaitlin et
al., 2003; Zaitlin et Watson, 2006)

De nombreux actinomycétes sont saprophytes etcimatit a la dégradation de la
matiere organique et a la formation de 'humussdst aussi capables de dégrader certaines
toxines produites par des champignons toxinogéhe®mc de réduire leur teneur dans les

produits agro-alimentaires finagiolzapfel etal., 2002 ; Belyagoubi, 2014).

Le genreFankiaest extrémement important pour de nombreux typgdaldes. Cette
importanceréside dans le fafu'il est capable de noduler les racines de cexgdaet de fixer
I'azote atmosphérique. Cette association est appad§sociation actinorhizieniiBrescotte
etal., 2007).

1.5.2. L'eau

Ces bactéries ont été également isolées dansnaler@ox environnements aquatiques.
Elles ont été isolées a partir des eaux de ma¥détnents marins, des eaux douces et dans les
marécages salgdensenet al., 1991 ; Ghanemet al., 2000 ; Al-Zarban et al, 2002;
Boughachicheetal., 2005 ; Kitounietal., 2007).

1.5.3. Lair
L’air constitue pour les actinomycetes un moyertrdasport et non pas un habitat
(Gazenkoet al.,1998).



1.5.4. Les composts et les végétaux

Certain genres d’actinomycétes semblent préféretaine habitats par rapport a
d’autres commeTrhermoactinomycesgui se trouve fréequemment dans les compoSes
microorganismes se rencontrent également sur kessddes végétaux qu’on trouve au bord
des rivieres et des lacs, les champs de riz efalesrnes naturelles beaucoup sont capables de
sporuler, ce qui leur permet de survivre en cood#tidéfavorables telle que la salinit€ette
propriété joue un réle principal dans leur distibn (Wang et al., 2006 ;Lee, 2006 ;
Zaitlin et Watson, 2006 ; Djaballah, 2006).

1.6. Facteurs influencant la croissance des actimycétes
La croissance des actinomycetes est influencée plassieurs parametres

physiologiques en particulier: 'oxygene, le pHiempérature et@Messoudi, 2014).

1.6.1. L'oxygene
On peut deviser les actinomycetes selon leurs tygssratoires en deux groupes :
» les formes fermentatives anaérobies strictes auittdives, représentées par le genre
type Actinomyces(Le Minor, 1989);

* les formes oxydatives aérobies, telles queSkesptomycefAvril et al, 1992).

1.6.2. pH
Pour le pH, la plupart des actinomycétes se cormpbrtomme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale danstervalle de pH compris entre 7-8, mais

on peut observer une croissance a des valeurs d&gie¢urs a 4McKinney, 2004).

1.6.3. Température
La température optimale de croissance est entrea 280°C, mais les espéces

thermophiles peuvent croitre a des températuré&bade65°QRangaswamietal., 2004)

1.6.4. Activité de I'eau
La germination des spores de la plupart des acymeétas peut-étre observée a des
valeurs d’activité d’eaux supérieures ou égales.&x,0Ol'activité d’eau optimale pour la

croissance et le développement des actinomycetégae a 0,98 vyagintsevetal., 2005).



1.6.5. Matiére organique

En 1986 Henis a montré que le nombre d’actinomgcest corrélé positivement avec
le taux de matiére organique et que de large pbtpola’actinomycetes coincidaient avec
des taux relativement élevés de matiére organiguelque soit le taux de la salinité du sol
(leeet Hwang, 2002).

1.7. Cycle de vie

Tout comme les eucaryotes multicellulaires, lesnaotycetes possédent un cycle de

vie complexgDanilenko etal., 2005).

Sur milieu solide (sol naturel ou gélose en lalmra), le genreStreptomyces(le
genre le plus commun des actinomycétes) se digingar un cycle de vie qualifié de
complexe. Ce dernier commence par une sgbgeire 01) qui, dans des conditions
favorables, va germer et croitre en un mycéliunmétetd qui va s'étendre et épuiser dans son
environnement des substances nutritives. Quandcdeslitions deviennent limitantes en
substrat, un second type (de 46 mycéliums diffé)ese développe sur le premier. Celui-ci est
dit aérien et se sert des réserves du mycéliunl pasa se développer. Les extrémités de ce
mycélium vont ensuite se différencier, elles aueni,chaines de préspores puis en spores

uniques qui seront disséminées et pourront recoroenem nouveau cycl®rago, 2015).

En milieu liquide, les cellules se développent uriment sous forme de mycélium
primaire, méme si certaines souches peuvent spatates cet environneme(iadigan et
Martinko, 2007).



Hyphe
aérien

Maturation ‘
des spores y.:
y
3 Mycélium
/1 aérien
I i By

Dispersion
des spores

Germination
des spores

Croissance

\ végétatif &

Mycélium
de subsrat

Figure 01: cycle de développeme desStreptomycesur milieu solidgHopwood et al.,
1985).

1.8.Métabolisme des actinomycete

Au cours de leur croissance lactinomycétegpeuvent passer d’'un métabolisme
primaire(trophophase) an métabolisme dit secondz (idiophase).
1.8.1. Métabolite primaire

Les métabolites primaires sont des stances produites par des microorganis
organismes en période de croissance active. Lorsgaederniers sont mis en culture,
entrent rapgiement en phase de croissanPendant cette derniére des substances
nécessaires a leur développeme sont produitepar des réactions enzymatiquess sont
appelées métabolites primaires ou généraux tel: daes alcools, les enzymr (comme les

hydrolases et les protéases) et les acides organiqt (Bill, 2007).
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1.8.2. Métabolite secondaire

Ce sont des substances généralement synthétiséesaplivement dans le cycle de
vie, alors que les micro-organismes vieillisselst.sbnt, en général, produits au cours de la
phase stationnair@iorinouchi, 2002 ; Ginolhac, 2006)

1.9. Importance des actinomyceétes

Les actinomycétes ont une importance considérabletamt que producteurs
d'antibiotiqueg(Berdy, 2005).En plus de ces derniers, ils sont la source daboétes a
différentes activités biologiques comme les enzyrfessantitumorales, les insecticides, les
pesticides, les herbicides et les immunomodulat@wis tableau 03) (Dietera et al, 2003).
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Tableau 03 guelgues exemples de molécules bioactives pradpéeles actinomycetes.

Molécules bioactives

actinomycétes producteurs

Ré&énces

Les antibiotiques :

Clostomycine
Candicidine
Streptolydigine
Rétamycine
Marinomycine

Abyssomycine

Micromonosporasp.
Streptomyces griseus
Streptomyces lydicus
Streptomyce lindensis
Marinisporasp

Verrucosisporasp.

Takahashiet al, 2003
Jinenezet al.,2009

Liu et al.,2007

Inoue et al.,2007
Sturdikova et Sturdik, 2009
Sturdikova et Sturdik, 2009

Les antifongiques
Blasticidine
Phenylacétate
Transvalencine

Amphotéricine B

Streptomyces griseochromogene
Streptomyces humidus
Nocardia transvalensis

Streptomyces nodosus

5 Fukunagaet al., 2008
Hwang et al., 2001
Mukai et al., 2006
Carle et al., 2003

Les antitumorale
Asterobactine
Salinosporamide A
Mechercharmycine
Marinomycine
Borrelidine
IB-00208

Nocardia asteroides
Salinispora tropica
Thermoactinomycesp
Marinospora sp
Streptomycesp

Actinomadurasp

Nemotoetal., 2002
Fenical etal., 2006
Kanoh etal., 2005
Kwon etal., 2006

Vino etLokesh, 2008
Malet-Casconetal., 2009

Les immunostimulateurs

Rubratin
Bestatine
FR-900494

Nocardia rubra
Streptomyces olivoreticuli

Kitasatosporia kifunense

De boeretal., 2000
Ichinoseetal., 2003

lwami et al., 2006

Les immunosupprésseurs

Pentalenolactone

Brasilicardine A.

Streptomyces filipinensis

Nocardia brasiliensis

Uyedaetal., 2001
Komatsu etal., 2005
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2. Les enzymes

2.1. Définition

Les enzymes, catalyseurs biologiques spécifiqles organismes vivants, sont des
macromolécules majoritairement de nature protéidtlees sont constituées de plusieurs
acidesa-aminés de la série unis entre eux par une liaison formée par condemsantre le
groupement carboxyle d’'un acide aminé et le growgsgramine d’'un autre acide aminé afin
de former une liaison amide. Les enzymes sont des@olypeptides de masses moléculaires
élevées (entre 10 a 1000 kDa). Elles montrent netbhilité importante, leur dénaturation
peut s’effectuer par chauffage a hautes tempémathyelrolyse en présence d’acides, bases ou

protéases,..(Jarrar, 2011).
2.2. Classification

C’est en fonction de leur activité catalytique dae enzymes sont classées. Une
nomenclature a été proposée par la Commission degntes de I'Union Internationale de
Biochimie et divise les enzymes en six grandessek(soir tableau 04)(Jarrar, 2011).
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Tableau 04 :classification des enzymes.

ts

Classe (E.C.) Classification Type de réaction catalysée
E.C.1 Oxydoréductases Oxydo-réduction
E.C.2 Transférases Transfert de  groupemen
fonctionnels
E.C.3 Hydrolases Hydrolyse
Exp : amylase
tyrosinase
caséinase
gélatinase
E.C4 Lyases Elimination de groupement ¢
formation de doubles liaisons
E.C5 Isomérases Isomérisation
E.C.6 Ligases Formation de liaisons couplé
a I'hydrolyse de 'ATP

EC : commission des enzymes
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2.3. Enzymes produits par les actinomycetes

Aprés les antibiotiques, les enzymes sont les pr®dudustriels les plus importants des
actinomycetegTanaka et Omura, 1990; Theilleux, 1993 ; Parketal., 2002 ;Vonothini et
al., 2008).

En industrie, les enzymes sont privilégiées ebes permettent de contourner les
inconvénients des produits chimiques et améliotent relations codts et efficacité des
procédeés. Un grand nombre d'enzymes spécifiquesyaudle important dans les processus
industriels a savoir lindustrie agroalimentairab(ication du jus, lait, paille, plats
cuisinés,...), lindustrie pharmaceutique et les stdes de nettoyage (traitement des eaux,
détergents, lessive@passara, 2012).

La classe d'enzymes la plus importante est la cé#le hydrolases ou enzymes
hydrolytiques dont 75% sont destinées a I'explmtaindustrielle Parmi eux, la tyrosinase, a
été découverte initialement dans les champignohs, est largement distribuée dans la
nature ejoue un réle important dans la qualité des pradaitmentaires. En deuxieme lieu
on trouve les protéases qui peuvent étre d'origiagétal, animal et microbienne. lls
présentent la plus grande part du marché des ewxynprincipalement grace a leurs
utilisations dans la fabrication des détergentdinHes amylase qui sont parmi les enzymes
les plus utilisés dans plusieurs industries autjg@alimentaires tel que les industries
pharmaceutique (traitement du diabéte et de I'dbggies textiles, de papeteries et celle des
détergentgMayer et Harel, 1991 ; Godfrey et West, 1996 ; & etal., 1998 ;Sandhya et
al.,, 2005 ; Claus et Decker, 2006)

Les principaux enzymes produits par les aatiycétes sont consignés dantaleleau 5

qui figure ci-dessous

15



Tableau 5 :les principaux enzymes produites par les actinotegce

Enzymes Espéces Références
Amylases Streptomyces griseus (Vigal, etal, 1991 ;stamford etal,
Nocardiopsissp. 2001 ;Stamford, etal.,
Streptosporangiurap. 2002 ;Poornima efal.,
2008 ;Chakraborty etal., 2009)
Thermomonospora fusca.
C.bioazotea.
Cellulases C.uda. (Béguin et Aubert, 1992).
Streptomyces drozdowiczii.
S.lividans.
Streptomyces lividans (Miyashita et al., 1991 ;Gupta et al .,
Streptomyces viridificans 1995 ;Taechowisan et al.,
Chitinases Streptomyces aureofaciens

Streptomyces venezuelae
Streptomyces coelicolo
Streptomyces griseus

2003 ;Mukherjee et sen, 2006 ;Heggset
et al., 2009 ;Avramenko et Galynkin,
2010 ;Thiagarajan et al .,2011)

Tyrosinases

Streptomyces glaucescens
Streptomyces antibioticus

Streptomyces lavendulae

(Katz et al., 1983 ;Bernan etl.,
1985 ;Solomon eal., 1996).

Pectinases

Streptomycesp.
Streptomycesviridochromogenes

Streptomyces nitrosporeus

Agate et al., 1962 ;Sato et kaji,
1980 ;Spooner et Hammerschmidt,
1989)
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1. Prélevement des échantillor

Des échantillons ont été prélevés selon une teabkniwisine de celle décrite
Pochon et Tardieux (19625 partir d’'un sol forestier situé dans la régionGlaab El Rsa
de Constantine et d’un sol se-aride environnant les sources thermales de Tma (Mila).

Les prélevements sc réalisés aseptiquement. Apres av@icarté les cinqg premie
centimétres de terre, environ 30g de terre sonvsipa l'aide d’une spatule stérile dans
flacon préalablement stérilisé. L'analyse des étilhams est efectuée le jour méme. El
commence par un premier tri réalisé par I'utilisatid’'un tamis permettant d'écarter

petites pierres et les racines afin d’obtenir udlguement homogeé (figure 02).

Figure 02: lieu de pr&vement du premier échantill (région Chaab El Rsas
Constantine).

2. Isolement des actinomycet;

Plusieurs techniques ont été utilisées pour I'iealet des actinomycet Elles
reposent essentiellement sur les prétraitements2dearillons, I'utilisation de milieux de
culture sélectifs et l'addition de substances antimi@obes permettant de limités
croissance des genres envahisseDalaney et al, 1955; Williams, 196f; Boudmegh,
2007).
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2.1. Prétraitement des échantillons

Chaque échantillon (parmi les deux) est partagéoénlots. Le premier est laissé sans
aucun traitement. Pour le deuxieme lot, 1g de stoheubé a 30°C pendant 7jours apres avoir
ajouté 0,1g de CaCGKampfer, 2006 ; Oskay, 2009)Le troisieme lot subit un chauffage a
100°C pendant une heurel{Nakeeb et Lechevalier, 1963).

2.2. Dilutions et ensemencement

Cent microlitres des dilutions £Q 10 et 10° en eau physiologique ( NaCl & 9g/l) des
échantillons sont étalés a la surface de quatrieuwilde culture : le milieu Olson modifié, le
milieu Czapek, le milieu Gausse et le milieu amidoaséing/Annexe 01)Ces milieux de
cultures ont été préparés au laboratoire et &ésilia 120°C pendant 20 minutes puis
additionnés d’un antifongique (Fluconazol a 50u4lyrat d’'un antibiotique anti Gram positif
(Lexinal a 1pg/ml(Williams, 1965).

Toutes les boittes sont observées apreés une, tteisxet quatre semaines d’incubation
a 30°C. Les colonies sont repérées d’'apres kguech macroscopique caractéristique et par
'examen microscopique (observation au grossissem#@) (Williams et al.,, 1971). Un
numéro de code attribué a chaque colonie d'actiméteyobservée permet de désigné chaque

souche.

3. Purification des souches

Les colonies d’actinomycétes sont repérées d'al@@s aspects macroscopiqgues et
microscopique caracteéristiques. Elles sont algpgjtees et ensemenceées par la méthode des
stries sur des boites de pétri contenant le mdimidon-caséine exempt d’antibiotiques, puis
incubées a 30°C. Cette derniére opération est@épésqu'a I'obtention de cultures pures. La
pureté des isolats est contrblée par des exameosgovopiques directs aprés chaque
repiquaggBoussaberet al, 2012).

4. Conservation des souches

Pour les conserver, les souches des actinomypetéges sont cultivés sur milieu
Gausse (milieu permettent une bonne croissancelpooajorité d’actinomycétes) pendant 14
jours a 30°C. Les spores sont ensuite raclées,sédmans une solution de glycérol 40% et

conservees a -20°Eitouni, 2007).
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5. Caracteres culturaux (la macromorphologie)

Des observations macroscopiques sont effectuée&s aj@ux semaines d’incubation
des boites contenant le milieu amidon-caséine.dotimomycétes sont reconnus d’apres leur

aspect caractéristique.
6. Caracteres morphologiques technique des lamelles (Oskay, 2009).

Cette technique consiste a insérer délicatementlamelle stérile dans le milieu
amidon-caséine de telle sorte gu’elle forme ugleade 45° avec la surface de celui-ci. Un
fragment de la colonie est ensemencé contre lallame contact du milieu a I'aide d’'une
anse de platine. La boite est ensuite incubée @.383res 14 jours d’'incubation, la lamelle
est retirée avec précaution, déposée sur une lanter@ant une goutte d’eau distillée stérile

puis examinée directement au microscope optiquéG&x100).

7. Recherche de quelques activités enzymatiques

Cette étape de travail consiste a réaliser qusltpstes permettent la mise en évidence

de quelques activités enzymatiques

7.1. Recherche de 'amylase

Dans ce test, les souches d’actinomycétes is@éets ont été ensemencées sur la
gélose de Gausddnnexe 02) Aprés 14 jours d’incubation a 28°C, la boite emaint le
milieu gélosé est recouverte d’'une solution de llgmnexe 03).L’hydrolyse est mise en
évidence par I'absence de coloration autour desnges a l'inverse des zones contenants de
I'amidon qui se colorent en briGeraldine etal., 1981).

7.2. Recherche de la caséinase

Les différentes souches sont cultivées sur uremgielosé contenant 5 % de lait
écrémgAnnexe 02) L'apparition de toute zone claire autour des kige apres 1jburs
d’incubation a 28° C témoigne de I'hydrolyse dedaéingStanek et Roberts, 1974).
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7.3. Recherche de la gélatinase

Les souches sont cultivées sur le milieu gélogative contenant 0.4% de gélatine
(Annexe 02)pendant 14 jours a 30°C. Les zones ou la gélatest pas dégradéee s’opacifient
lorsqu’une solution de chlorure mercuriq@@nnexe 03) est ajoutée. Les zones claires

correspondent aux zones de 'hydrol{Geraldine et al, 1981)

7.4. Recherche de la tyrosinase

Ce test a été réalisé sur une gélose a la tyr@dmeexe 02).Les boites sont incubées
a 30°C. La lecture des résultats s’est faite ap2gsurs et s’est poursuivie jusqu’aux 21
jours d’incubation. La dégradation de la tyrosieergnifeste par une auréole de coloration

marron autour des colonies qui peut se transfograetuellement en no{Roy etal., 2014).
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1. Denombrement des souches d’actinomycetes isolées

Au bout de 3-4 jours, les colonies d’actinomycetpparaissent. Elles sont incrustées
dans la gélose et se développent lentement suguase milieux de culture utilisés. Les
résultats obtenus lors de l'isolement sont rassésntbéns Ieéableau 06.Au total 75 colonies

d’actinomycétes ont été isolées.

Tableau 06: nombres des souches d’actinomycetes isolé.

Nombre  d’UFC/g Sur Sur Sur Sur Total
. . . milieu et pourcentage
milieu | milieu milieu
x10 gausse
Echantillons amidon- olson czapek
et prétraitements :
caseine
- traitement 0,03 0,01 0 0 0,04 (5%)
Sol
+CaCO03 0,07 0,04 0,01 0,05 0,17 (22%)
thermal
+Chauffage ¢ 0 0 0 0 0
100°C
Sol -traitement 0,05 0,05 0,01 0,04 0,15 (20%)
Forestier
+CaCO3 0,2 0,08 0,06 0,06 0,4 (53%)
+Chauffage ¢ 0 0 0 0 0
100°C
Total et pourcentage% 0,35 0,18 0,08 0,15

(46)% | (24%) @ (10%) = (20%)
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D’apres les résultats observétableau 06 et figure 03), il apparait clairement qu’un
nombre plus élevé d’actinomycétes est obtenu ar phatl’échantillon de sol forestier .Ceci
peut s’expliqué par le fait que, d’'une part I'éctilbon de sol est relativement plus riche en
matiere organique que celui du sol thermal ce guirobore avec les travaux Bgaballah,
(2010) et Belyagoubi ( 2014yui affirment que le nombre de ces derniers estélEd
positivement avec le pourcentage de la matiérenajge et d’autre part cela est due a la
différence dans les facteurs physico-chimiques,imfluent considérablement sur le nombre

ainsi que le type d’ actinomycetes habitant le @tdp etal, 2012 ; Adegboye eal, 2012).

Le chauffage a 100°C pendant 1h et lg¢ema@nt par le CaCO3 comptent parmi les
prétraitements qui sont souvant utilisés dans kedeuréduire le nombre des contaminants
.D’apreés les résultats observés dansldeau 06 et la figure 04le nombre d’actinomycetes
isolés a partir des échantillons traités par le @a@st plus élevé que celui observé a partir
des échantillons non traité#oir tableau 06) En revanche, le chauffage a 100°C s’est montre
négatif comme prétraitement vue qu’il n’a pas f@és@r a la croissance des actinomycétes
dans le cas. Le traitement au CaCO3 est de cepliagt efficace pour l'isolement des
actinomycetes ce qui est on corrélation avec gtrx deBoudmegh, (2007) et Kitouni,
(2007) qui ont rapporté que le plus grand nombre d’actiycetes a été isolé a partir des
échantillons traité par le CaCOR:apresGurung et al, (2009) cette technique permet non
seulement une augmentation du nombre des colofaeBnbmyceétes par un facteur de 100
ou plus en comparaison avec les échantillons ratés$rpar le bicarbonate de calcium, mais
aussi une diminution de la flore fongique et baetére qui ont un temps de génération court
et qui peuvent exercer un effet compétitif avecdesnomycetes Par ailleurs, le traitement
par chauffage a 100°C pendant 1heure n'a perrgslé’aucune souche actinomycétale, ceci
peut étre expliquer par le fait que les souchesegistent dans les échantillons n'ont pas
résisté a cette chaleur . Ces résultats ne s’agebphs avec ceux obtenu fEiNakeeb et
Lechevalier (1963)oule traitement & 100 C pendant 1 heure réduit considérablement le nombre
des bactéries sans affecter celui des actinomycetes

Les milieux a base d’amidon et de caséine commsenibeux amidon-caséine, Olson
et Gausse se sont révélées étre les plus favorabliselement des actinobactéries par apport
au CzapeKvoir Tableau 06 et figure 05).cela est confirmé par les résultats obtenus par
Benouagueni (2015).Plusieurs chercheurs ont utilisé le milieu amideseine pour un
isolement sélectif des actinomycétes du sol. Corktagedorn (1976)qui a pu isoler une

variété deStreptomycea partir des sols arides .D’apigslyagoubi (2014)e milieu sélectif
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utilisé pour l'isolement des actinomycetes est ke Olson, celui-ci est plus spécifique
pour isoler les actinomycétes vue gu'il contiensdelium caséinate et I'asparagine favorisant
la croissance de ces microorganisnkéiialli et al., (2002)ont trouvé les mémes observations

lors d’isolement d’actinomycetes sur le méme milieu

2. Description des isolats

2.1. Caracteres culturaux

Apres 14 jours d’incubation, les colonies qui apgsent sont repiquées sur le milieu
amidon-caseéine. Elles sont incrustés dans la gélogmssedent pour les plupart un mycélium de
substrat surmonté d’un mycélium aérien de couldifférentes (parfois le mycélium aérien est

absent.).

A partir des 75 souches d’actinomyceétes isoléegsigtiees, nous avons sélectionné 21
souches représentatives sur la base de leurs @@sobacroscopiques (formes et textures des

colonies, couleurs des mycéliums de substratretrgévoir Tableaux 7, figure 06).
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Tableau 07 :caracteres culturaux de quelques colonies isol@esti® des deux échantillons

de sol.

Code de la souche et milieu

Pigmentation

d’isolement Mycélium Mycélium de substratf Pigment diffusible
aérien
CF1 (amidon-caséine) Blanc Marron foncé Marron éonc
CT2 (Olson) Gris Jaune )
CF3 (Gausse) Rose Rose Rose
CF4 (Gauss) Orange Orange )
CF5 (Olson) Marron Marron Marron
CT6 (amidon-caséine) Beige Beige )
CT7 Olson Blanc Jaune Jaune
CF8 Czapek Gris Orange Orange
CT9 Czapek Verte Rose Rose
CF10 (amidon-caséine) Beige Marron )
CT11 (QOlson) Gris Gris )
CT12( amidon-caséine) Gris Beige Beige
CT13 (amidon-caséine) Beige Marron Marron
CT14 (Czapek) Gris Marron )
CT15 (Gausse) Vert claire Marron )
CF16 (Czapek) Gris claire Gris claire )
CF17 (Czapek) Gris Jaune Jaune
CT18 (Olson) Verte Verte )
CF19(Qlson) Beige Blanc O]
CT20(Olson) Jaune Jaune )
CF21 (Czapek) Blanc Beige )

CT : colonie isolée a partir d’'un sol thermal ; Gfolonie isolée a partir d'un sol forestier ; (-)
absence des pigments diffusible.
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Figure 06: photographie présentant quelques colod’actinomycétes cultivées surmilieu

amidon caséine.

Les colonies sont généralement rondes, opaquegsdrent un contour irréguliers. Ell
adhérent a la surface de la gélose et présent pectapoudreux (CF1, CT2, CT7..
granuleux (tel que CF4, CF5...) ou lisse (CF3, C").

Le mycélium aérien présente différentes couleursmarron (CF5), beige (CT6, CF1
CT13, CF19), verte (CT9, CT15, CT18), rose (CF3pnge (CF4), blanche(CF1, C1
CF21), grise ( CT2 CF8, CT1., CT12, CT14,CF16, CF17) et jaune (CT Ceci a été
constaté par d'autres chercheurs dans plusieurmuxacommeArasu et al., (2009) ;
Belyagoubi, (2014t Belabed, (201).
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*Résultats et discussion

L’observation du revers cla colonie (dos de la boite de&tA) permet de détermin
la couleur du myd&im de substrat qui estbeige (CT6, CT12 , CF21jnarror-foncé (CF5,
CF10, CT13, CT14, CT15), jaune (CT2, CT7, CF17, @QT2ose (CF3, CT9), orange (CF
CF8), (CT6,CT12), gris (CT11, CF., vert ( CT 18). Les mémes observations ont
constaé par plusieurs auteurs comiBalasubramaniam et al., (2011)et Belabed, (2014
(Voir figure 07).

(b)
MA

(d)

MA

27




*Résultats et discussion

(9)
MS

(h)
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*Résultats et discussion

(k)

MS

MS : mycélium de substraMA : mycélium aérien

Figure 07: photographie présentant des couleurs du mycéldunrsibstrat et aérien d
isolats.

Les pigments mélanoides sont des produits deraftsemation de la tyrosine en DO-
mélanine responsable de la couleur b-noire. lls possédent des propriétés radioprotesst
et antioxydantes et peuvent éventuellement protdgermicroorganime vivant des
ultraviolets.(Boucheffa, 2011)

La production des pigments mélides a été observé chez quelques souches i
(comme CF1) et il yavait d’autre souches qui wubtiient des pigments de coule
différentes : beige , jaungerte,...comme les souches (¢, CF5, CT7, CF8, CT9, CT12
CT13, CF17), dautres ne diffusent aucun pigment (CT2, CF46CCF10, CT11, CT1«
CT15, CF1,6 CT18, CF19, CT2(figure 08)

CF1 CF17

Figure 08 : photographie présentant | pigments diffusibles produits par les souc
d’actinomycétes.
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2.2. Caracteres morphologique

L’étude de la morphologie des mycelia de substratdenest menée par la techniq
des lamelles qui permet la distinction entres [#éréntes forme susceptibles d’étre trouv
Cette technigue nous a permis détudier la morghe des souches is€es aux

grossissements et x100. Les résultats obtenunt regroupés dans fegure 09 qui montre

le mycélium aérien des différentes souches étud

(B) MA. X40 (B) MA. X100

(C) MA. X100 (D) MA. X40

30



*Résultats et discussion

(E) MA. X100 (F) MA. X100

Figure 9: photographies des différents aspects microscopidgegielques souch
actinomycetes.

Les structures observées seront ensuite comparées$es diagrammes schématiques
mycélium aérien des différents genres d’actinongs(Annexe 04 et tablau 08).
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Tableau 08 :aspect morphologique des souches d’actinomyceétes

Photographie Morphologie du mycélium aérien  Le genre soupgonné
NuUMEro :

Mycélium arborescent, présentanflanomonospora
(A) des sporophores qui contiennent
une seule spore a leurs extrémites.

Filaments fragmenter non Streptomyces
cloisonnés portant des chaines de
(B) spores spiralées

Filaments fragmentés, non Streptomyces
cloisonnés portant des chaines de
© spores) avec une forme spiralée

Mycélium tres fin, fragmenté en | Nocardia
(D) élément. Leurs spores sont
immobiles.

Mycélium abondants différenciéesStreptospsporongium
(E) en sporanges sphériques

Mycélium sporulé, non fragmenté Streptomysces
(H) et des chaines de spores droites

L’étude des caractéristiques morphologigdes, souches d’actinobactéries est largement
utilisée pour caractériser les genres des actinétagc SelorShirling et Gottlieb (1976)
l'identification des actinomycetes repose en grangpiEtie sur les caractéristiques
morphologiques qui sont considérées comme des téaeac stables. Certains genres
d’actinomycétes Streptomyces, Streptoverticillium, micromonosponajcrobispora..)
peuvent étre identifiées avec un plus grand degrprécision par rapport aux autres genres
(Nocardia, Actinomadura.) par simple observation microscopigiilliams etal., 1993).

Les observations microscopiques, montrenfagen certaine que les isolats obtenus

appartient aux différents genres d’actinomycetes.
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3. Mise en évidence de I'activité enzymatiqt

3.1. Test d’amylase

L’activité amylolytique se traduit pel'absence de coloration autour des colonie
l'inverse les zones contenants de I'amidon quiaderent en bru aprés ajout de lug«(figure

10), et ¢ca a été constaté gaeraldine etal., (1981).

[ Test négatif ]

Figure 10 : photographie présentant I'activité amylolytigueqielques souche
d’actinomyceétes.
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3.2.Test de la caséinase

Le test casé€inase a été positif pour une souche d’actinobactérie parmi 21 souc
isolées. Cette activité se traduit par I'apparitibnne zone claire autour des colon(figure

11).Ceci est similaire aux travaux Stanek et Roberts, (1974).

Test positif Test négatif

Figure 11 Photographie présentant I'activité caséinolyt.
3.3. Test de la gélatinase

L’hydrolyse de la gélatine est mise en évidencel’pgparition des zones claire alc
gue ou la gélatine n'est pas dégradé ces dersigpacifient lorsque le chlorure de merc
est ajouté, dans notre expérience nous avons k gAd dessouches sont incapable
produire la gélatinaséfigure 12). Cette résultat s’accorde avec celle Geraldine et al.,
(1981).

Test positif Test négat

Figure 12Phototgraphie présentant I'activité gélatinolytic
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3.4. Test de la tyrosinase

Les résultats de la dégradation de la tyrosinegumht que la majorité de nos souc

sont positifs.

L’activité positive se traduit par I'apparition dia auréole marron autour des color

(figure 13).Ceci est similaire au travaux Roy etal., (2014).

Test positif ‘est négatif

Figure 13 :Photographie présentant I'activité tyrosinolyti.
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Concluston ¢t perspecives



Notre travail est basé sur deux objectifs : lepes consiste a I'isolement des actinomycétes
a partir de deux sols,l'un forestier et un autoéswm d’'une source thermale, La deuxieme

concerne la mise en évidence de quelques actefitBgmatiques.

75 souches ont été isolées aprés ['utilisatiam protocole bien précis ou deux types de
prétraitements et quatre milieux d’isolement additiés d’antimicrobiens ont été utilisés. Les
résultats montrent que 73% d’actinomyceétes onisétées a partir des échantillons traités par
CaCOa3 alors que le reste soit 26% isolé a paew échantillons non traités. Dans nos
résultats apparait également que les milieux amgdseine, Olson et Gausse sont les plus
favorable a I'isolement de ces derniers par rappormilieu czapek

Parmi les 75 colonies observées, nous avonstegleé 21 pour la poursuite de notre
travail. Aprés I'étude de leur caractéeres culturai morphologiques nous avons pu les
rapprocher de quelques genre d’actinomycétes. Ilse ran évidence de quelques activités
enzymatiques a montré que nos souches sont capdblegroduire essentiellement la
tyrosinase en premier lieu, I'amylase, la caséinetséa gélatinase on comptant sur un

protocole spécifique pour chaque enzyme.

Enfin, nous estimons que ce travail mériteétrd poursuivi car plusieurs

perspectivespeuvent étre envisagées comme:

« l'etude des caractéres biologique ; physiologiqgueneléculaires des souches
isolées

% l'étude de l'aptitude a produire d'autres enzyméspeurquoi pas d’autres
substances d’intérét industriel.

+ l'optimisation des conditions de culture pour unente production
enzymatique.

% l'extraction et la purification des enzymes pragui
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Annexes



Annexe 01-Composition des milieux pour l'isolement des amtitycétes :

» Olson modifié :

CaSeINe ..o 29
L.AASPArgine ....cc.vviiee i 0,19
Sodium propionate .............oeviiiiiiennn. 49
K2HPOA.... ..o, 0,59
FESOA. . i, 0,01g
Agar ..., 159
ED e, 1000ml
PH o, 7,2

» Amidon Caseine :
AMIdoN......ccoooi i 10g
KNOS. .. e 29
NaCl. ..o, 29
CaASBINE. ..o 0,39
MQSO47H20......ccceii e 0,059
CaCOS. . 0,029
FESOATH20....ciiii i, 0,01g
ED 1000ml
PH 7,2
Agar ... 18g

» Gausse :
KNOSB.....e e el 19
K2HPOA ... .o, 0,59
MOSOA....c i 0,59
NACl....co 0,59
FESOA. . 0,019
AMIdON....coi 209
AGar. .. 30g
ED o 1000ml



» Czapek:

SacCharoSe .......ovviiiiii 30g
Nitrate de sodium............coiviiiii i, 29
K2HPOA. ...l 1g
Kl e 0,59
FESOA. ., 0,01g
Agar. ..o 159
ED e 1000ml
PH . 7,3

Annexe 02-composition des milieux utilisés pour les tests
enzymatiques

» Gélose nutritive a la gélatine

Peptone.... ... 5.9
Extrait de boeuf ..., 39
Geélatine.......c.ci it 44
AGar . 159
Eaudistillée ............oooiiiii i 1000 ml
PH . 7
» La gélosé au lait écrémé
Peptone .....ooiii i 109
NaCH. .. 59
Extraitde levure..........cooo i, 39
AL e 209
Lait écremeé 100 g dans 1000 mL d'eau distillée
PH o, 6.5-7.2
> la gélose a la tyrosine
Peptone ... 5g
Extraitde viande...............ocooiiiiiii i, 39
L-tYrOSING... et 59



.......................................... 1000 ml
P H .o 7
Annexe 03- réactifs

La solution de chloride de mercure

HOC 2. . e 15¢g
HCICONCENLIE ... e e, 20 ml
Eau distillée .......coooee e 100 ml

La solution de Lugol :

[Oe. . e 19
lodure de potasSium..........ccoovveeiiieiieiie e cemmmmme e e eeeens 29

Eau distillé
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