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Introduction

Les microorganismes sont de remarquables agents de dégradation. En effet, dans leur
environnement naturel, ils participent a la biodégradation de la matiére organique, méme la
plus complexe comme la cellulose, la lignine, la chitine, la pectine et le xylan..etc , et ce par
production de divers enzymes extracellulaires (Mswaka et Magan , 1998 ; Tuomela et al.,
2000 ; Perez et al., 2002).

Avec I’essor de la biotechnologie, des procédés exploitant cette propriété microbienne
ont été développés. Les microorganismes sont alors utilisés en biorémédiation afin de
dépolluer I’environnement (Lu et al., 2004 ; Opatokun et al., 2011 ), ou en divers industries
pour des applications variées. Les exemples d’utilisation industrielle des enzymes

bactériennes et fongiques sont multiples :

e Des protéases, produites par les genres Pseudomonas , Bacillus et Alteromonas , qui
peuvent trouver des applications dans 1’industrie agro-alimentaire (industrie laitiére) ,
I’industrie des détergents , en alimentation animale et en industrie pharmaceutique.
(Kumar et Takagi , 1999 ; Miyamoto et al., 2002 ; Joo et al., 2005; Najafi et al.,
2005).

e Des cellulases, produites par les genres Aspergillus , Trichoderma , Clostridium et
Bacillus , utilisées dans I’industrie de fabrication du papier, I’industrie des détergents,
en alimentation animale et en industrie du textile (Singh et al., 2004 ; Berger al., 2007
; Juhasz et al., 2009 ; Sohail et al., 2009 ; Kuhad et al., 2011) .

e Des amylases, produites par les genres Bacillus et Penicillium, utilisées en
amidonnerie et en industrie agro-alimentaire (panification, brasserie..etc), et ’industrie
du textile. (Pandey et al., 2000 ; Kathiresen et Manivannan , 2006; Kikani et Singh ,
2011).

e Des pectinases, produites par Bacillus, Mucor et Aspergillus, utilisées plus
particulierement en industrie agro-alimentaire (industrie des jus de fruit et industrie
oléicole) , mais aussi en industrie du textile et de fabrication du papier.

(Lang et Dornenburg , 2000 ; Hoondal et al., 2002 ; De Andrade et al., 2011).

e Des lipases, produites par les genres Serratia , Pseudomonas , Enterobacter, Fusarium

et Alternaria , utilisées dans I’industrie agro-alimentaire (industrie laitiére) , I’industrie



Introduction

des détergents et méme dans la production du biodiesel (Berto et al., 1997 ; Gao et
al., 2000 ; Prazeres et al., 2006; Zhang et al., 2007; Zhen-gian et Chun-yun , 2009).

Les actinomycetes, des bactéries a Gram positif, a haut coefficient de Chargaff (GC%),
montrant une diversité morphologique marquée (Goodfellow et O'Donnell, 1989), ont éte et
demeurent la source la plus féconde pour tous les types de métabolites bioactifs (Ravikumar
etal.,, 2011).

En plus des antibiotiques, elles sont connues pour leur aptitude a dégrader des
métabolites et de produire plusieurs enzymes tels que : la chitinase (Gomez et al., 2000 ; Kim
et al., 2003 ) , la xylanase (Mansour et al., 2003 ; Alberton et al., 2009) , I’a-amylase (Syed
et al., 2009) , la cellulase (Aboul-Enein , 2010 ; Rathan et Ambili , 2011), la protéase (Patke
et Dey, 1998 ; Vonothini et al., 2008), la lipase ( Zhou et al., 2000 ; Vujaklija et al., 2002 ) ,
la pectinase (Kuhad et al., 2004 ; Arijit et al., 2013) etc.

Dans la méme optique, nous avons cherché a étudier la capacité de quelques souches

d’actinomycétes a produire quelques enzymes.

La premiere partie ce travail (bibliographie) traite la taxonomie des actinomycetes, leur

écologie ainsi que de leur importance.

La seconde partic dite expérimentale s’occupe de I’étude ou 1’identification
morphologique de quelques souches d’actinomycétes ainsi que la mise en évidence de leurs

activités enzymatiques.
Les résultats obtenus sont comparés et discutes dans la troisiéme partie.

Enfin, la derniére partie concernera la conclusion finale et soulignera les perspectives de

ce travail.
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Chapitre 01 : Géneralités sur les Actinomycetes

I. Définition

Les actinomycétes ont été a I’origine de la découverte de I’actinomycine par Wacksman
en 1940 a partir d’une culture de Streptomyces antibioticus (Wacksman et Woodruff, 1940),
et de la streptomycine chez Streptomyces griseus (Shartz et al., 1944). Le nom
«actinomycetes» a été dérivé du grec "aktins" (un rayon) et "mykes" (champignon), et a les
caractéristiques des deux microorganismes : des bactéries et des champignons (Das et al.,
2008).

Ce sont des bactéries a Gram positif, avec une proportion de G+C élevée (63 a 76%)
(Colombie, 2005). (Tableau 1).

Tableau 1: Coefficient de Chargaff (GC%) des différents genres d’actinomycétes
(Larpent et Sanglier, 1989).

Genre G+C%
Mycobacterium 64-70
Actinomyces 63-73
Nocardia 67-69.4
Streptomyces 69-76
Micromonospora 71.4-72
Actinoplanes 70.6-76

Il s’agit de bactéries filamenteuses dont la croissance donne lieu a des colonies
constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a

donné naissance (Rastogi et Kishore, 1997).

Les actinomycétes sont des bactéries chimio-organotrophes, hétérotrophes, aérobies
strictes ou microaerophiles, dont plusieurs produisent des spores non mobiles ou parfois
mobiles (Locci et Sharples, 1984).




Chapitre 01 : Géneralités sur les Actinomycetes

I1. Ecologie

Les actinomycétes représentent un groupe largement distribué dans les écosystémes

naturels (Srinivasan et al., 1991). (Tableau 2).
1. Lesol

Les actinomycétes sont abondants dans le sol terrestre, et sont surtout présents dans la
couche comprise entre la surface du sol et jusqu’a 2 m de profondeur c'est-a-dire dans la

rhizosphére (Nonomura, 1969; Yamamoto et al., 1999).
2. L’eau

Ces bactéries sont aussi abondantes en milieu hydrique : dans les eaux des lacs, des
riviéres, des ruisseaux et eégalement des mers et des océans (Cheraiti et al., 2012). Les
actinomycétes ont été également isolés a partir de nombreux environnements aquatiques : (i)
eau de mer et de sédiments marins (Jensen et al., 1991; Ghanem et al., 2000), (ii) eau douce
(Kitouni et al., 2005), eau issue de marécages salés (Al-Zarban et al., 2002 ; Boughachiche et
al., 2005).

3. L’air
L’air constitue pour les actinomycétes un moyen de transport et non pas un habitat
(Gazenko et al., 1998).

4. Les composts

Certaines genres d’actinomyceétes semblent préférer certains habitats par rapport a
d’autres, comme Thermoactinomyces qui se trouve fréquemment dans les composts (Song et
al., 2001).
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Tableau 2 : Répartition des actinomyceétes dans la nature (Goodfellow, 1983).

Habitat Genres
Actinomodura
Actinoplanes
Microbispora
Sol Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus
Streptomyces
Streptosporangium
Actinoplanes
Micromonospora
Eau Nocardia
Rhodococcus
Streptomyces

Actinoplanes

Litiere Rhodococcus
Streptomyces
Matiére en décomposition Sacharomonospora
Thermomonospora
Nodule de racine Frankia
Fumier Rhodococcus

—_—
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I1l1. Taxonomie et critéres de classification

1. Taxonomie des actinomycetes
Les actinomycétes forment un grand groupe de microorganismes procaryotes

appartenant a I’ordre des Actinomycétales crée par Buchanan en 1916.

Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le Bergey’s manual (2012)
renferme cing classes : Acidimicrobiia, Coriobacteriia , Nitriliruptoria , Rubrobacteria et
Thermoleophilia qui sont subdivisées en 19 ordres, 50 familles et 221 genres ( Goodfellow
M, 2012).

2. Classification des actinomycetes

La taxonomie des actinomycetes est basée sur plusieurs criteres : morphologiques,
chimiques, physiologiques et moléculaires.

L’identification des genres est facilitée par des études :

e Morphologiques : mycélium fragmenté ou non, présence ou non de mycélium aérien,

couleur des mycélia, production des spores, etc.

e Chimio -taxonomiques : la composition cellulaire en acides aminées, en sucres et en

lipides,etc.

Alors gue celle des espéces est basée sur des critéres :

¢ Physiologiques : tolérance au chlorure de sodium, croissance en différentes valeurs de

Température et de pH, recherche des enzymes et différents métabolites intermédiaires et

Terminaux.

e Moléculaires : détermination du (G+C)%, séquengage des génes de I’ARNTr 168,

Hybridation ADN-ADN (Smaoui, 2010).
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IVV. Cycle de développement et morphologie

1. Le cycle de développement
Les actinomyceétes ont un cycle de développement complexe (Figure 1). Il débute par
la germination d’une spore, qui donne naissance a un mycélium primaire formé d’hyphes qui
se ramifient. Le développement du mycélium de substrat vers la partie superficielle donne le
mycélium "secondaire™ ou aérien, les extrémités des hyphes aériens se différencient pour
former des spores, qui sont des agents de dissémination (Kim et al., 2004). Les actinomycetes
posseédent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique qui ressemble a celui de

certains champignons (Larpent et Sanglier, 1989).

[+]
Free Spere \ Substrate mycelium

e e Bl

SYSNPTE)
3% i 2 TEN L ;"\,",)
g ;

‘,.f

J Lt
s il

aat !

Spore development

Figure 1 : Cycle de développement des actinomycetes (Breton et al.,1989).

Les spores naissent par séptation du mycélium primaire habituellement en réponse a un

stress d’environnement.

Un métabolisme secondaire se met en place donnant lieu a la biosynthése de composés

d'une extraordinaire diversité de structures et d'activités biologiques (Choulet, 2006). Le
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mycélium du substrat s’autolyse et les produits de la lyse sont utilisés par le mycélium aérien,
c’est a ce moment-la que les composés médicalement utiles sont synthétisés, et on les appelle

métabolites secondaires (Smaoui, 2010).

Le mycélium aérien émerge par la réutilisation de composés assimilés par le mycélium
végétatif tels que ’ADN, les protéines ainsi que des composés stockés résultants de la lyse du
mycélium du substrat (Ou et al., 2008). Lorsque la croissance du mycélium aérien s’arréte,
contrairement au mycélium végetatif, des septas sont formés a des intervalles réguliers le long
de I’hyphe formant des compartiments uni-génomiques. Si les spores sont localisées dans des
sporonges, on les appelle des sporongiospores. Généralement ces spores ne sont pas
résistantes a la chaleur, mais résistent bien a la dessiccation et ont de ce fait une importante
valeur adaptative, les actinomycetes sont immobiles, excepte pour les spores de certains

genres (Actinoplanes, Spirillospora etc.) (Prescott et al., 2010).
1.1 Mycelium primaire

Le myceélium primaire est appelé aussi mycélium vegétatif, mycélium de substrat ou
mycélium intramatriciel, c'est un ensemble de filaments multinucléaires formés a partir du
tube germinal (hyphe) issue d’une spore (Figure 2). Cet hyphe s‘allonge par croissance
apicale et se ramifie a maintes reprises. Son développement, sur la surface et a l'intérieur du
milieu solide, donne naissance a des jeunes colonies, formées par des filaments attachés en

matrice complexe.

1.2 Myceélium secondaire
Le mycélium secondaire est appelé aussi mycélium aérien, il se forme lorsque la colonie
sera plus agée. Les hyphes primaires donnent des branches spécialisées qui se développent
loin de la surface de la colonie en donnant un mycélium reproductif dans 1’air. Contrairement
a celui du substrat, le mycélium aérien est plus épais et peu ramifié (Figure 2), il est protége
par sa paroi hydrophobe et peut se développer sur milieu pauvre en sources nutritionnelles,
dans la plupart des cas, par la dégradation du mycélium de substrat dont les produits assurent

un apport de nutriments pour sa croissance loin de la colonie.
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1.3 Spores

La sporulation est contrdlée par des facteurs extérieurs aux microorganismes et par des

facteurs propres a ceux-ci. C’est un processus hautement régulé (McCormick et Flardh, 2012).

Les hyphes aériens des actinomycetes subissent une série de changements
développementaux qui donneront naissance aux spores. Ces spores sont soit isolées, soit
groupées en chaines ou méme enfermées dans un sporange ou conidies. Ces derniers libérent
des spores isolées ou groupées en chaines. Elles sont de diverses formes, d’aspect lisse et ridé.

(Locci, 1976 ; Mighélez et al., 2000).

Le meilleur exemple du cycle de développement des actinomycetes est celui du

genre « streptomyces » (Figure 2).
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Figure 2 : Cycle de développement de Streptomyces sur milieu
solide (Jakimowicz, 2007).

Certains actinomycétes forment des structures particuliéres (sclérotes, sporanges,
synemata,...) qui ne correspondent ni au mycélium ni aux spores et dont la fonction n’est pas

toujours définie.
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Les sclérotes trouvés chez chainia sont constitués par une masse d’hyphes cloisonnées

dont les vacuoles sont chargées de glycérides et d’acide gras ramifiés.

Les sporanges sont des sacs contenant des spores. llIs peuvent étre rencontrés sur le
mycélium aérien bien développé ou sur la surface de colonies dépourvues ou ayant un

mycélium aérien peu développe.

Les synnemata, appelés également corémies, sont des assemblages compacts d’hyphe
dressées, parfois fusionnées et portant des conidies apicales ou latérales. Cette structure est

caractéristique du genre Actinosynnema (Theilleux et al., 1993).
2. La morphologie

La morphologie des différents groupes d’actinomyceétes est treés variable. Elle va de

simples bacilles diphtéroides & des formes mycéliennes complexes (Locci, 1976).

Certains actinomyceétes forment un mycélium non persistant rapidement transformé en
une masse de formes bactéroides irréguliéres. D'autres enfin, ne présentent que des mycéliums

trés rudimentaires (Perry et al., 2004).

V. Importance

1. Dans le domaine médical et vétérinaire

Les actinomyceétes sont les plus prolifiques de tous les microorganismes en tant que
producteurs d’antibiotiques (Berdy, 2005). Historiquement, A.Waksman fut le premier a
démontrer la richesse des actinomycétes dans ce domaine, il isola quatre des premiers
antibiotiques utiles : I’actinomycine (1940) ; la streptomycine (1944) ; la néomycine (1949)
et la candicidine (1953).

Parmi les genres actinomycetales, les Streptomyces sont les plus imporatants

producteurs d’antibiotiques et autres métabolites secondaires,(75%) (Reval et al., 2000).

Les antibiotiques ont aussi trouvé une application dans les élvages industriels

d’animaux (Khachatourians, 1998).

Les antibiotiques des actinomycetes sont utilisés aussi dans le traitement de certaines

maladies des plantes. La blasticidine, par exemple, est active sur Piriculariaoryzae, un

10
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pathogéne du riz (Tomita et al., 1990). Et dans le traitement de maladies humaines. Les
pramicidines, par exempele, sont des antifongiques synthétisés par une souche
d'Actinomadura bibisca (Tomita et al., 1990). Elles sont tres actives contre des infection
systémiques fongiques (J.S et M.T, 1997).

En fin, en plus des antibiotiques antimicrobiens, les actinomycétes sont une source de
substances  antitumorales  (actinomycine, adriamycine, rebeccamycine),  miticide
(tétranactine), antihelmintiques (avermectines), et de substances ayant des activités
biologiques les plus diverses (immunosuppressives, immunostimulantes) (Dietera et al.,
2003).

2. Dans le domaine industriel

Les actinomycétes ont une aptitude a synthétiser de trés nombreux métabolites
bioactifs, parmi lesquels les enzymes, qui apres les antibiotiques sont les produits les plus
importants des actinomycetes (Lopes et al., 1999).

Certaines sont utilisées dans [I’industrie alimentaire (isomérase du glucose) et
I’industrie des détergents (protéases).
Les glycosidases des actinomyceétes jouent un réle important dans la dégradation des
biomasses végétales (amylases et xylanases) et animales (chitinases) (Tsujibo et al., 2003).
D’autres enzymes peuvent avoir des applications médicales (neuraminidases, estérases
et oxydases des stérols), ou sont utilisées en biologie moléculaire (endonucléases de
restriction) (Mitsuiki et al., 2002).

3. Dans le domaine agronomique et environnemental

Les actinomycetes jouent un réle prépondérant dans la fertilisation des sols (Mariat
et Sebald, 1990).

En plus, les actinomycétes possédent d’autres potentiels intéressants tels que leur
implication dans le processus de recyclage. En effet, ils sont vitaux pour le recyclage des
nutriments et se comptent parmi un nombre réduit de microorganismes utilisés en bio-
remediation, capables de degrader des composés organiques complexes tels que la chitine
(Zaitlin et Watson, 2006).

Ils sont aussi capables de dégrader des hydrocarbures chlorés ainsi que des composés

organiques complexes (El-Shatoury et al., 2004).

11
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Le genre Frankia est également trés important pour un bon nombre de plantes,
provoquant des nodulations aux racines permettant ainsi la fixation de 1’azote par la plante
hote (Zaitlin et Watson, 2006).

Les actinomycetes sont utilisées également comme des insecticides (mikkomycine),
pesticides (antimycine A), et des herbicides (phinotricine) (Petrosyn et al., 2003).

e Lasolubilisation des phosphates

Les phosphates sont susceptibles d’étre solubilisées par I'action des microorganismes
tels les actinomycetes, pourqu’elles soient disponibles aux plants (Arcand et Schneider,
2006).

e La production de phytohormones

Plusieurs espéces de Streptomyces, telles que S.olivaceoviridis, S.rimosus et S. rochei de
la rhizosphére de tomate, peuvent secréter 1’acide indolo-acétique, un phytohormone capable
d’améliorer la croissance des plantes (Aldesuquy et al., 1998; Tokala et al., 2002; Eltarabily,
2008).

12
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I. Matériel biologique

Les souches d’actinomycétes étudiées ont été fournies par notre
MERIANE ILHEM. Chacune avait un code selon le tableau suivant :

Tableau n°10 : les codes des souches d’actinomycéte étudiées.

N° de la souche Code
S1 GAA-BL-EX-SDC-M*,
S2 SGIA-SDC-BCR
S3 SGIA-SDC-CR
S4 SGIA-ST-BgIA
S5 KA-SDS-OFR
S6 AIA-SDS-OMC
S7 SGIA-STDC-ZANSPHORIA
S8 SGIA-STDC-CREVETTA
S9 SCN-SD-JN
S10 AIA-SDS-FL

I1. Méthodes

1. Identification des souches

L’identification S’est basée essentiellement sur 1’étude des

macromorphologiques et micromorphologiques des souches.

1.1/ Les caractéristiques macromorphologiques

Il s’agit de déceler :

o

La présence ou I’absence du mycélium aérien et sa couleur

o

La couleur du mycélium du substrat
o Laproduction et la couleur de pigments diffusibles

o La production de pigments mélanoides

encadreur M"

caractéristiques

Ces caractéristiques ont été notées sur les milieux : ISP2, ISP5, la gélose 172F modifiee

et la gélose Bennett's-glycerol (Annexe 1).
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Quant a la production des pigments mélanoides, elle a été observée sur les deux
milieux : ISP6 et ISP7.

Les observations ont été réalisées aprés le 3¢, 5éme, 7éme qqeme péme jgeme o ppeme
jours d’incubation a 30°C (Shirling et Gottlieb, 1966 ; Goodwich, 2005).

Les couleurs ont été déterminées en utilisant le code « RAL » (édition 2016) (Annexe

3), un systéme propose par Prauser (1964).

1.2/ Les caractéristiques micromorphologiques
1.2.1/ Examen microscopique a I’état frais
La morphologie des souches a été observée par une technique directe et une technique
de culture sur lamelle.
e Technique directe
A partir d’'un milieu solide d’identification, une préparation microscopique d’une
culture jeune a été réalisée ; en incorporant progressivement un fragment de colonie a une

goutte d’eau physiologique stérile préalablement déposée sur une lame.

L’observation s’est faite a 1’objectif (x40), avec un éclairage relativement faible.

e Technique de culture sur lamelle

Cette technique consiste a insérer délicatement une lamelle stérile dans I’un des milieux
gélosés d’identification de telle sorte qu’elle forme un angle de 45° avec la surface de celui-
ci. Un fragment de la colonie est ensemencé contre la lamelle en contact du milieu a I’aide
d’une anse de platine, la boite est ensuite incubée a 30°C. Apres 14 jours d’incubation, la
lamelle est retirée avec précaution, déposée sur une lame contenant une goutte d’eau distillée

stérile puis examinée directement au microscope optique (Gx40) (Williams et Cross 1971).

25
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1.2.2/ Examen microscopique apres coloration de Gram
Cette coloration a été effectuée selon la méthode classique.

Les caracteristiques microscopiques a noter sont :
o La présence d’un mycelium (sa longueur, son épaisseur et sa fragmentation).
o La formation de spores, leur morphologie, ainsi que leur mobilité et leur mode de
regroupement.
o La présence ou I’absence des structures particulieres: sporanges, scelérotes,

synnemata.

Les caractéristiques morphologiques des souches ont été comparées avec ceux
déterminées dans les guide pratiques de I’identification morphologique des actinomyceétes :
«le Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology, 2009 » et le « Bergey Manual of
Systematic Bacteriology, 2012 ».

2. Mise en evidence des activités enzymatiques

2.1/ Recherche des carbohydrolases
2.1.1/ Recherche de I’amylase

Ce test a été réalisé sur la gélose de Gause (Annexe 2) selon la méthode de Williams et
Cross (1971). Aprés 14 jours d’incubation a 30°C, la gélose est recouverte d’une solution de
lugol. La lecture s’est faite aprés 24h et s’est poursuivie jusqu’aux 21 jours d’incubation.
L’hydrolyse est mise en évidence par la présence d’une zone claire autour des colonies apres

ajout du lugol.

2.1.2/ Recherche de la cellulase

Cette activité a été testée sur une gélose additionnée de cellulose (Annexe 2).

Le milieu est coulé dans des boites de Pétri puis ensemencé par des stries de la souche a
tester et incubé a 30°C. Apres 14 jours, une solution aqueuse de rouge Congo a 1% (Annexe
2) pendant 15 mn permet de mettre en evidence la dégradation de la cellulose (Pinky et al.,
2012).
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2.1.3/ Recherche de la chitinase

La mise en évidence de I’activité chitinolytique consiste a ensemencer la souche a tester
par touches sur gélose nutritive additionnée de 1% chitine (Annexe 2). Apres 8 jours
d’incubation, la production de chitinase se traduit par I’apparition de zones claires autour des

colonies.

2.2/ Recherche des protéases

2.2.1/ Recherche d’une caséinase

L’hydrolyse de la caséine a été étudiée sur un milieu gélosé contenant 05 % de lait
écrémé (Annexe 2). L’ensemencement s’est fait par des stries de la souche a tester et
I’incubation a été effectuée a 30°C. Apres 14 jours, ’apparition d’une auréole claire autour

des colonies indique la dégradation de la caséine (Raval et al., 2012 ; ROY et al., 2014 ).

2.2.2/Recherche d’une gélatinase

Ce test a été réalisé sur le milieu nutritif gélosé contenant 1% de gélatine (Annexe 2)
selon la méthode de Williams et Cross (1971). Le milieu est coulé dans des boites de Pétri
puis ensemencé par des stries de la souche et incubé a 30°C. Une solution de chloride de
mercure (Annexe 2) permet de mettre en évidence la dégradation de gélatine, qui se traduit

par la présence d’une auréole claire autour des colonies.

2.3/ Recherche des lipases
2.3.1/ Recherche des estérases

La recherche de ’estérase a été réalisée sur le milieu Sierra additionné de tween 80
(Annexe 2). Apres 14 jours d’incubation a 30°C, I’apparition d’un halo opaque autour des

colonies traduit la présence d’une estérase (Sierra, 1957).

2.3.2/ Recherche d’une lécithinase

La lécithinase a été recherchée sur une gélose au jaune d’ceuf a 10% (Annexe 2),
coulée en boites de pétri, ensemencée avec les souches a tester par des stries, puis incubée a
30° C.
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Le jaune d’ceuf est un substrat composé de lécithine, de triglycérides et d’une

lipoprotéine, il permet donc de rechercher trois enzymes :

e La lécithinase : se traduit par 1’apparition d’un halo opaque, blanc perlé jaunatre, a
bord net sous la colonie ou asa limite.

e Lalipase : indiquée par I’apparition d’un halo blanc perlé huileux et brillant

e La lipoprotéinase : se traduit I’apparition d’un halo claire autour de la colonie
(Nitsch et Kutzner 1969).

2.4/ Recherche d’une uréase (urée hydrolase)

La recherche de 1’uréase s’est effectuée sur milieu FERGUSON (milieu urée-indole),
contenu en tubes, et qui a été richement ensemencé par une culture jeune d’actinomycétes a
tester a 1’aide d’une anse de platine puis agité et incubé a 30°C. La lecture s’est faite apres
24h et s’est poursuivie jusqu’aux 21 jours d’incubation. Si la souche possede une uréase, la

production de NHj fait virer I’indicateur au rouge violacé.

2.5/ Recherche d’une oxygénase : la tyrosinase

Ce test a été réalisé sur la gélose a la tyrosine (Annexe 2). Le milieu est coulé dans des
boites de Pétri puis ensemencé par des stries de la souche a tester et incubé a 30°C.
L’examination s’est faite apres 02 jours et s’est poursuivie jusqu’aux 21 jours d’incubation.
La dégradation de la tyrosine se manifeste par une auréole de coloration marron autour des
colonies qui peut se transformer graduellement en noire (Raval et al., 2012 ; ROY et al.,
2014).

2.6/ Recherche d’une pectinase

La pectinase a été recherchée sur la gélose MP7 (Annexe 2), coulée en boites de pétri,
ensemencée avec la souche a tester par touches, puis incubée a 30° C. Aprés 14 jours
d’incubation, les boites ont été recouvertes par une solution d’acétate de cuivre a 10%
(Annexe 2) pendant 15 minutes. L’apparition d’un halo claire indique la présence d’une

activité pectinolytique (Hankin et al., 1971).
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Remarque

Les caractéristiques culturales et microscopiques des 10 souches étudiées ainsi que leur
activités enzymatiques positives  ont été photographiées a 1’aide  d’un appareil

photographique numérique de marque Samsung ST200F.
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I. ldentification des souches

1. Les caractéristiques macromorphologiques

Apres ensemencement sur les différents milieux gélosés (ISP2, ISP5, ISP6, ISP7,
Bennett’s glycérol et 172F modifiée), les colonies des souches actinomycétales sont apparues
au bout de deux a trois jours d’incubation a 30°C. Ceci signifie que la croissance des souches

est rapide.
1.1/ Caractéristiques générales des colonies

Les colonies étaient toutes incrustées dans la gélose, leur taille ; leur forme ; et leur

couleur se différaient d’une souche a 1’autre :

Quelques photographies de colonies sur différents milieux sont mentionnées dans la

figure 3.
La souche 1

Les colonies sont semi-bombées de 1 a 2 mm de diamétre d’une forme irrégulicére et

d’une surface rugueuse et seche. Elles sont opaques sur les milieux 172F, ISP2 et ISPS5.
Dans le milieu BGA les colonies sont de 3 4 5 mm de diamétre et d’aspect translucide.
La souche 2

Les colonies sont plates, de 1 a 2 mm, de diamétre d’une forme irréguliere et d’une

surface rugueuse et crémeuse sur les milieux BGA et ISP2.

Sur les milieux 172F et ISP5, les colonies sont circulaires, semi-bombées, de 3 a 5 mm

de diamétre, d’aspect translucide, avec une consistance séche.
La souche 3

Les colonies sont rondes, plates, de 1 & 2 mm de diameétre, d’une surface rugueuse et

une consistance crémeuse sur les milieux BGA et ISP5.

Sur les milieux 172F et ISP2 les colonies sont semi-bombées ; ayant un contour

irregulier de 3 a 5 mm de diamétre et opaque.

La souche 4
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Les colonies sont plates, translucides, de contour régulier, de 1 a 2mm de diamétre, et

d’une surface lisse et crémeuse.
Sur le milieu 172F les colonies sont semi-bombées, et rugueuses.
La souche 5

Les colonies sont rondes, d’un diamétre de 1 a 2 mm, et d’un contour régulier. Elles

ont une surface lisse et une consistance crémeuse dans les milieux BGA et 172F.
Les colonies ont envahi les deux milieux ISP2 et ISP5.
La souche 6

Les colonies sont plates, de contour irrégulier, de 1 a 2 mm de diamétre, une surface

rugueuse, un aspect translucide et d’une consistance séche sur les milieux BGA, ISP2 et ISPS.

Sur le milieu 172F on une légeére différence on des colonies de diametre de 2 a 3 mm,

semi-bombé et un aspect opaque.
La souche 7

Les colonies sont plates, de 1 a 2 mm de diamétre. Elles sont rondes, d’une surface

lisse, opaque et une consistance crémeuse.

Sur les milieux 172F et ISP5 les colonies ont un contour irrégulier, une surface lisse, et

un diamétre de 3 a 5 mm.

Sur le milieu ISP2, les colonies sont grandes (plus de 5 mm), semi-bombées, rondes et

ont une surface ratatinée.
La souche 8

Les colonies sont plates, de 1 a 2 mm de diametre, rondes, lisses, et ont une consistance

crémeuse sur les milieux BGA, 172F et ISP5.

Sur le milieu ISP2, les colonies ont un contour irrégulier, une surface rugueuse, et sont

d’aspect gélatineux.
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La souche 9

Les colonies sont lisses, plates, de 1 @ 2 mm de diameétre, et ont une consistance

crémeuse.
La souche 10

Les colonies sont rondes, plates, de 1 & 2 mm de diamétre, une surface lisse avec une

consistance crémeuse. Les colonies ont envahi les deux milieux ISP2 et ISP5.
La couleur des colonies de toutes les souches est mentionnée dans le tableau 11.
1.2/ Production de pigments diffusibles

La production des pigments diffusibles a été remarqué chez la souche : S5 (sur les
milieux : Bennett’s glycérol, ISP2 et ISPS), et chez la souche S6 (sur le milieu 172F modifiée)
(Tableau 11).

1.3/ Production des pigments mélanoides

Quant a la production des pigments mélanoides ; elle caractérisait la souche S3 (sur les
deux milieux : ISP6 et ISP7) et la souche S4 (uniquement sur milieu ISP6) (Tableau 11).
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MA: Mycélium Aérien, MS: Mycélium de Substrat, PD: Pigments Diffusibles, PM: Pigments Mélanoides, /: Absence
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S2: Milieu ISP5

S3: Milieu ISP7
- . . WY
S9: Milieu ISP2 S$10: Milieu 172F
Figure 3 : Photographie présentant la culture de quelque souche sur différents milieux
d’identification.
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2. Les caractéristiqgues micromorphologiques
Les descriptions macromorphologiques des différentes souches actinomycétales étudiees est

la suivante :

La souche 1
Le mycélium est formé de trés longs filaments, extrémement ramifiés, non septés et non

fragmentés (Figure 4). On a noté la présence de longues chaines de spores, Qui étaient

immobiles.

Figure 4 : Examen microscopique de la souche S1

Apreés coloration de Gram (x100).

La souche 2
Le myceélium aérien est bien développé et extrémement ramifié, non fragmenté, portant des
sporanges ou des vésicules globuleuses et sphériques contenant des spores (Figure 5). Les

spores sont immobiles a 1’état frais.

Figure 5 : Examen microscopique de la souche S2 apreés coloration de Gram (x100).
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La souche 3
Le myceélium est formé de filaments tres fins, ramifiés, non septés et non fragmenté (Figure

6 a, b). Présence de longues chaines de spores, immobiles a 1’état frai.

(@) (b)
a : Examen a I’état frais (x 40) b : Examen apres coloration de Gram (x100)
Figure 6 : Aspect microscopique de la souche S3.

La souche 4
Mycélium aérien présent, mycélium de substrat ramifié, trés fin arborescent non fragmenté,

une seule spore sphérique ou ronde, immobiles (Figure 7).

Figure 7 : Examen microscopique a I’état frais (x40) de la souche 4.
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La souche 5
Mycélium de substrat trop long, non fragmenté, portant des sporangiophores qui comportent

des sporanges.
Sporanges globuleux (Figure 8, a et b) et spores mobiles a 1’état frais.

(@) (b)
a : Examen a I’état frais (x 40) b : Examen apres coloration de Gram
(x100)

Figure 8 : Aspect microscopique de la souche S 5

La souche 6
Mycélium de substrat arborescent, présentant des sporophores qui contiennent une seule spore

a leurs extrémités (Figure 9).

Figure 9: Examen microscopique de la souche S6 a I’état frais (Gx40).
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La souche 7
Elle forme un mycélium long, bien développé, courbé en forme de zigzag (fig a et b) , qui se

fragmente en éléments sous forme de bacilles et coccobacilles (arthrospores), droites ou

flexibles, arrangées comme des palissades (Figure 10) , non mobiles, et de différentes

longueurs.

(a) (b)
a : Examen a I’état frais (x 40) b : Examen apres coloration de Gram
(x100)

Figure 10 : Aspect microscopique de la souche S7.

La souche 8
Mycélium trop long, arborescent, fragmenté, tres ramifiée portant des spores regroupées en

amas. (Figure 11).
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Fig. a: Examen microscopique de la souche Sg
A I’état frais (G*40).
Figure 11 : Aspect microscopique de La souche S8

La souche 9
Mycelium, trés fin, et fragmenté en éléments. Leurs spores sont immobiles. (Figure 12).

Figure 12 : Examen microscopique de la souche S9
A Pétat frais (G*40).

La souche 10
Le mycélium de substrat est septé, trés abondant et non fragmenté.

Sur ce mycélium se forment des monospores, a partir d’un sporophore, un peu long et de

forme de grappes ramifiés.
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De courtes chaines comportant deux a cing spores sont observeées.

Les spores sont sphériques a ovales et non mobiles. (Figure 13).

Fig a : Examen microscopique de la souche Fig b : Examen microscopique de la
Si0 a état frais (G*40) souche Sy, aprés coloration de Gram
(G*100)

Figure 13 : Aspect microscopique de La souche $10

e Les caracteres morphologiques (macroscopiques et microscopiques) laissent assigner :
e La 1%° souche au genre Streptomyces.

e La2°™ souche au genre Streptosporangium.

e La 3°™ souche au genre Streptomyces.

e La 5™ souche au genre Actinoplanes.

e La6°™ souche au genre Micromonospora.

e La 7°™ souche au genre Nocardiopsis.

e La8°™ souche au genre Saccharopolyspora.

e La9°™ souche au genre Nocardia.

e La 10°™ souche au genre Micromonospora.

e La4°*™ souche est non-déterminée.

Remarque

Il est trés important de noter que cette assignation des souches actinomycétales aux

différents genres cités est une suggestion et que 1I’étude physiologique et chimiotaxonomique
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et moléculaire sont inévitables pour arriver a identifier avec précision les genres des 10

souches étudiées.

Il.  Mise en évidence des activités enzymatiques

Les résultats des activités enzymatiques des 10 souches étudiées sont illustrés dans le

tableau ci-dessous (Tableau 12).

Tableau 12 : Résultats des activités enzymatique des 10 souches étudiées.

N° Le substrat Souches Pourcentages
dégradé 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
01 Amidon + + + + + - i i + + 90%
02 Cellulose + - + - + - - - - - 30%
03 Chitine - i - + - - - - - - 20%
04 Casgine - - - - + - - - - . 10%
05 Geélatine - - - - - - . - - - 0%
06 Tween 80 - - - - - - - - - - 0%
07 Leécithine - i - - + + - - - - 30%
08 Uree - i + - + + + + + + 80%
09 L-tyrosine + F i - 5 i + - + - 70%
10 Pectine + + + + - + + - + 70%

Pourcentages 40% 60% 50% 30% 60% 40% 40% 20% 30% 30%

Ce tableau indique que toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité

enzymatique parmi les dix différentes activités testées.

En fait, les données littéraires ont rapporté que les actinomycetes sont capables de

produire un grand nombre d’enzymes, qui sont d’une valeur commerciale élevée (Zhou et al.,
2000 ; Chakraborty et al., 2009 ; Avramenko et Galynkin, 2010).

Ce résultat, justifie aussi D’intérét que portent les chercheurs ce type de
microorganismes, un intérét qui n’a cessé de s’accroitre au cours des ces dernicres années,
principalement en raison du grand nombre d’application que les enzymes offrent dans des
domaines trés variés. (Keyhani et Roseman, 1999 ; Bhat, 2000 ; Mobini-Dehkordi et Javan,
2012).
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1. /Répartition des activités selon la nature du substrat dégradé

1.1 /Dégradation des sucres
1.1.1/ Dégradation de I’amidon

D’apres le tableau 12, on remarque que toutes les souches d’actinomyceétes étudiées ont
pu dégrader I’amidon, a I’exception de la souche S6 qui s’est révélée dépourvue de I’enzyme

amylase.

L’activité amylolytique se traduit par la présence d’un halo clair autour de la colonie apres

I’addition du « Lugol » (Figure 14).

Les données bibliographiques ont mentionné que «1’a-amylase » est le type d’enzyme

amylolytique le plus produit par les actinomycetes.

Il est élaboré par différents genres tels que Streptomyces; Nocardiopsis et
Streptosporangium (Vigal et al., 1991 ; Stamford et al., 2001 ; Hakraborty et al., 2009).

==
N

Apres 24 h d’incubation Aprés 7 jours d’incubation
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Apres 5 jours d’incubation

S4

Apres 8 jours d’incubation Apres 5 jours d’incubation

Figure 14 : Photographies présentant le résultat de ’activité amylolytique des 10

souches actinomycetales étudiée.
1.1.2/ Dégradation de la cellulose

Parmi les 10 souches d’actinomycetes, trois souches: S1, S3 et S5 ont pu produire

I’enzyme cellulase (Tableau 12).

Cette activité se traduit par ’apparition d’un halo clair entourant la colonie aprés 1’ajout

du « Rouge Congo a 1% » (Figure 15).

Différentes cellulases ont été mises en évidence dans différents genres appartenant aux
actinomycetes, il s’agit principalement de Streptomyces (Jang and Chenks , 2003 ; Loliam et
al., 2013), Micromonospora (De Menezes et al., 2008, 2012), Cellulomonas ( Saratale et al.,
2010) et (Stutzenberger , 1988).
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Figure 15 : Photographie présentant le résultat de ’activité cellulolytique des souches :
S1, S3 et S5.

1.1.3/Dégradation de la chitine

Le test chitinase montre un résultat positif uniquement pour les deux souches S2 et S4
(Tableau 12).
La présence d’un halo clair, visible sans 1’ajout d’aucun réactif signifie une activité

chitinolytique positive (Figure 16).

La dégradation de la chitine a été principalement remarquée chez le genre Streptomyces.

En fait; les chitinases ont été déceler chez: Streptomyces lividans, Streptomyces
viridificans, Streptomyces aureofaciens, Streptomyces venezuelae, Streptomyces coelicolor,
Streptomyces griseus (Miyashita et al., 1991 ; Gupta et al., 1995 ; Taechowisan et al., 2003 ;
Mukherjee and Sen, 2006 ; Heggset et al.,, 2009 ; Avramenko et Galynkin, 2010 ;
Thiagarajan et al., 2011).
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Figure 16 : Photographie présentant le résultat de ’activité chitinolytique des souches
S4 et S2.

1.2 /Dégradation des proteines
1.2.1/ Dégradation de la caseine

Le tableau n°12 montre que le test caséinase a été positif pour une seule souche
d’actinomycete : S5. Du méme que pour I’activité chitinolytique, cette activité se traduit par
la présence d’un halo clair autour de la colonie, visible sans 1’ajout d’aucun réactif (Figure

17).

Nos résultats sont en accord avec ceux présentés par El_Shefei et al., (2010) ou ils ont montré
que Streptomyces albidoflavus est productrice d’une enzyme protéolytique sur un milieu a
base de lait écrémé, et ceux trouvés par Gulue et Deshmukh, (2011) ou ils ont signalé que les
genres : Streptomyces, Micromonospora, Nocardia et Saccharopolyspora possedent une

activité protéolytique ; liée particuliérement a I’enzyme caseinase.
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Figure 17 : Photographie présentant le résultat positif I’activité caséinolytique de la

souche S5.
1.2.2/ Dégradation de la gélatine
Aucune des 10 souches n’a pu dégrader la gélatine (Tableau 12).
1.3 /Dégradation des lipides
1.3.1/ Dégradation du tween 80

Le test de tween 80 s’est montré négatif pour toutes souches actinomycétales étudiée

(Tableau 12).
1.3.2/ Dégradation de la lécithine

Le méme tableau, démontre que les souches S2, S5 et S6 posseédent I’enzyme lécithinase qui

leur a permis de dégrader la Iécithine.

Cette activité se traduit par la présence d’un halo opaque, blanc perlé jaunatre a bord net sous

la colonie ou a sa limite (Figure 18).
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souche S2.

Verma et Khuller (1983) ont rapporté la production d une phospholipase C (lécithinase) chez

S.griseus qui a été active a pH=7,5.

1.4 Dégradation d’autres substrats
1.4.1/ Dégradation de I’urée

Toutes les souches actinomycetales, a I’exception de la souche S1 et S4, se sont révélées

productrice de I’enzyme uréase (Tableau 12).

Cet enzyme permet d’hydrolyser ’urée contenue dans le milieu de Fergusson, et la
libération de I’ammoniac (NHj3) fait virer I’indicateur au rose violacée (alcalinisation du

milieu) (Figure 19).
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Figure 19 : Photographie présentant le résultat de ’activité de ’urée des souches S2,
S3, S5, S6, S7, S8, S9 et S10.

08 souches actinomyceétales posseédent 1’uréase ; un enzyme qui fait parti des critéres
biochimiques d’identification et de classification des bactéries notamment les

actinomycetes.

1.4.2/ Dégradation de la L-tyrosine

Le résultat de la dégradation de la L-tyrosine, tel que mentionné dans le tableau 12, indique

que la plupart de nos souches sont positives.

En fait, une activité positive se manifeste par I’apparition d’une auréole de coloration marron

(S9, S7, S6 et S2), qui peut se transformer en noir (S3 et S1) (Figure 20).
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Figure 20 : Photographie présentant le résultat de ’activité tyrosinolytique des souches
S6, S9, S2, S1, S3 et S7.

La tyrosinolyse est une propriété trés courante chez Streptomyces sp._En fait des tyrosinases
ont été isolées a partir de: Streptomyces nigrifaciens, Streptomyces michiganensis,
Streptomyces glaucescens, S.castaneoglobisporus, Streptomyces albus, Streptomyces
espinosus (Nambudiri and Bhat, 1972 ; Philipp et al., 1991 ; Roy et al., 2014).

1.4.3/ Dégradation de la pectine

Quatre (04) souches parmi les 10 souches d’actinomycetes étudiées n’ont pas montrée une

activité pectinolytique(Tableau 12).

Les six (06) souches positives ont €té entourées d’un halo clair apres 1’ajout d’une solution

« d’acétate de cuivre a 10% » (Figur 21).

L’activité pectinolytique fut I'une des 1¥* activités décelées chez les actinomycétes. Plusieurs
especes se sont montrées productrices de pectinases. Telles que Streptomyces
viridochromogenes (Agate et al., 1962) et Thermomonospora fusca (Stutzenberger, 1987).
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Figure 21: Photographie présentant le résultat d’activité pectinolytique des souches S1,
S3, S6, S7 et S9.

Ces résultats nous permettent de déduire que I’amidon est le substrat le plus dégradé
avec un pourcentage de 22,5% ; suivi par I'urée avec 20% ; ensuite la L-tyrosine et la

pectine avec 17,5% chacune.
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En 4°™ position, viennent la cellulose et la lécithine avec un pourcentage identique de

7,5% quant a la chitine ; elle a été faiblement dégradée 5%.

Enfin; la caseine est le substrat le moins dégradé de tous les substrats ; avec un

pourcentage de 2,5%.

La lécithine

7,5% La chitine

5%

La
cellulose
7,5%

La caséine
2,5%

Figure 22 : Répartition des activités enzymatiques selon la nature du substrat dégradé.

Nos résultats sont en accord avec ceux présenté par Minotto et al., (2014) pour 1’étude
des activités enzymatiques de 23 souches d’actinomycétes isolées a partir des racines d’une
plante de tomate (Lycopersicon esculentum) ou ils ont montrés que tout leurs isolats

possédent une activité amylolytique.

Ainsi que les travaux de Rodrigues, (2006) pour 1’étude des activités enzymatiques de
188 souches d’actinomycetes ou il a mentionné la prédominance de P’activité amylolytique
par rapport aux autres activités enzymatiques étudiées et que les genres Nocardia,

Nocardiopsis, Streptomyces et Terrabacter étaient les plus actifs.

Mais ils sont loin de ceux rapportés par Gulve et Deshmukh, (2011) pour I’étude des
activités enzymatiques de 90 souches d’actinomycetes isolées a partir des sédiments marins,

ou leurs isolats ont dominé quant a la production des enzymes protéolytiques : 76 (84.44
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%) et 70 (77.78%) pour l’action sur le lait écrémé et la dégradation de la gélatine
consécutivement.
L’activité uréasique a occupé la derniére position, vu que 15 sur les 90 souches

testées (16.67%) possédaient 1I’enzyme responsable de 1’hydrolyse de ’urée.

2. Répartition des actinomycétes actifs selon le nombre des enzymes

produites

La répartition des actinomycetes actifs selon le nombre des enzymes produites, est démontrée

dans la (Figure 23), ci-dessous.

Figure 23 : Repartition des souches actinomycétales actives selon le nombre des enzymes

produites.

Les souches S5 et S2 viennent en 1°™ position (60%) ; elles ont pu produire six (06)
enzymes différents : 1’amylase, la cellulase, la caseinase, la tyrosinase, 1’uréase et la
lécithinase pour la souche S5, I’amylase, la chitinase, la tyrosinase, ’'uréase, la 1écithinase et

la pectinase pour la souche S2 (Tableau 12).

Zeme

La souche S3 a occupé la position 50% ; elle a produit la moitié des dix (10)

enzymes : ’amylase, la cellulase, la tyrosinase, I’'uréase et la pectinase.
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Viennent ensuite les souches S1, S6 et S7 avec un pourcentage de 40%. Ces trois
souches produisent la tyrosinase et la pectinase, mais se différent dans la production de la

cellulase par la souche S1 et la lécithinase par la souche S6.

La 4°™ position est occupée par les souches S4, S9 et S10. Ces souches ont pu
produire trois (03) enzymes : I’amylase par les trois (03) souches, ’'uréase par la souche S9 et
S10, la pectinase par la souche S4 et S10, la tyrosinase uniquement par la souche S9, et la
chitinase par la souche S4.

En derniére position vient la souche S8 ; qui a produit deux (02) enzymes uniquement

I’amylase et 1’uréase.

Nombreux sont les chercheurs qui ont rapporté 1’aptitude des actinomycétes a
métaboliser plusieurs et différents composés tels les sucres (polysaccharides), les lipides, les
alcools, les protéines et les acides aminés par production de divers enzymes extracellulaires
(Das et al., 2012 ; Minotto et al., 2014).

Ces actinomyceétes ont été isolés a partir de différents habitats : sols (Das et al., 2012) ,
rhizospheéres (Reyad, 2013), sédiments marins (Gulve et Deshmukh, 2011) , plantes (Minotto
et al., 2014), déserts (Selama et al., 2014) etc.

La diversité métabolique de ces bactéries est due certainement a leur génome
extrémement large qui a une centaine de facteurs de transcription qui controle I’expression

des genes qui leurs permettent de répondre a leurs besoins.

En fait, des résultats de I'analyse du génome de quelques souches de Micromonospora ont
révelé qu’elles possedent la cellulase, la xylanase, la pectinase et la chitinase respectivement.

(Hirsch et VValdés , 2010 ; Alonso-Vega et al., 2012).

L’activité cellulolytique a été décelée chez les espéces: Micromonospora melanosporea,
Micromonospora (De Menezes et al., 2008, 2012), Micromonospora cellulolyticum (Lin et
al., 1994) ; Micromonospora ruminantium . (Maluszy et al., 1974) , et Micromonospora
chalcea (Malfait et al., 1984).

Streptomyces est le genre le plus étudié des actinomycétes. Ce genre est capable de produire

une large variété d’enzymes :
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Jeffrey et Azrizal, (2007) ont rapporté la production des cellulases a partir de Streptomyces
gancidicus, Streptomyces malachitofuscus,  Streptomyces stramineus et  Streptomyces

glomeratus isolés de différentes locations a Peninsular en Malaisie.

La production d’enzymes chitinolytiques par Streptomyces albovinaceus, S. caviscabies, S.
griseus, S. setonii et S. virginiae est considérée comme 1’action antagoniste la plus efficace
dans le contréle de certaines maladies fongiques en raison de leur action directe sur les

chitines (Macagnan et al., 2008).

Des lipases, des amylases, des tyrosinases et des pectinases ont été aussi produites a partir de
Streptomyces (Vigal et al., 1991 ; Stamford et al., 2001 ; Rodrigues 2006).

La protéolyse est I’activité la plus marquante chez les espéces appartenant au genre

Nocardiopsis (Tsujibo et al., 1990 a, 1990 b ; Kim et al., 1993 ; Gohel et Singh , 2012b).

Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles constituent plus de 60% des
applications industrielles totales comme agents blanchisseurs dans les détergents ou dans la
syntheése des peptides (Waleed et al., 2016).

Des chitinases, a-amylases et xylanases ont été aussi produites & partir de Nocardiopsis
(Tsujibo et al., 1990 d ; Stamford et al., 2001 ; Tsujibo et al., 2003 ; Abou-Elela et al.,
2009).

Les enzymes produites par Nocardia, Saccharopolyspora et Actinoplanes ne sont de

moindre importance.

Enfin, les especes appartenant au genre Strepstosporangium sont reconnues par leur
aptitude a produire des antibiotiques que des enzymes. (Boudjella et al., 2006 ; Inahashi et al.,
2011)

Streptosporangium sp. isolés a partir des feuilles de mais produisent des glucoamylases
exploitées en industrie afin de dégrader I’amidon (Stamford et al., 2002 ; Hasegawa et al.,
2006).
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Conclusion et perspectives

A la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que :

Les dix (10) souches étudiées appartiennent aux genres: Stereptomyces ;
Streptosporangium ; Saccharopolyspora ; Nocardiopsis ; Actinoplanes ;
Micromonospora et Nocardia.

Toutes les souches étudiées ont montré au moins une activités enzymatique, ce qui
démontre leur importance.

L’amylase est I’enzyme, la plus produite par nos souches (90%) ; suivie par 1’uréase
(80%) ; puis la tyrosinase et la pectinase (70%).

Aucune des souches n’a pu produire la gélatinase et 1’ésterase.

Les souches n°02 et n°05 sont les plus actives ; elles ont pu produire six (06) enzymes
parmi dix (10) enzymes (60%) : I’amylase, la chitinase, la tyrosinase, ’uréase, la
lécithinase et la pectinase pour la 1 souche; ’amylase, la cellulase, la caseinase, la
tyrosinase, 1I’uréase et la lécithinase pour la seconde.

La souche n° 08 est la moins active vu qu’elle a produit 02 enzymes seulement :

I’amylase et [’uréase.
En perspectives pour cette étude, il est recommandé :

v D’identifier avec exactitude les souches, jusqu’au niveau de ’espéce par les
caractéristiques physiologiques, chimiotaxonomiques et moléculaires plus

approfondies.

v' D’étudier la production d’une enzyme potentiellement produite par nos
souches telle I’amylase, la tyrosinase ou la pectinase et pour cela il faut :
e Optimiser les conditions de culture de la souche sélectionnée pour une
bonne production enzymatique.

e Et pourquoi ne pas extraire et purifier I’enzyme concernée.
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Annexe 1

Milieux d’identification

Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2)

Glucose
Extrait de levure
Extrait de malt
Eau distillée
Agar

pH =7,2

49

49
109
1000 mi
209

Milieu ISP5(International Streptomyces Project 5)

Glycérol
K;HPO,
L-Asparagine
Solution saline standard
Agar
Eau distillée
pH= 7.4

Solution saline standard
FeSO,4- 7H,0
MnC1,-4H,0
ZnSQO,4-7H,0

Eau distillée

209
1000 ml

0.1g
01g
01g
100 ml

Milieu ISP6 (International Streptomyces Project 6)

Peptone
Citrate ferrique d’ammonium
K,HPO,
Thiosulfate de sodium
Extrait de levure
Agar
Eau distillée
pH=7

209
059

1g

0.08 g
1g

2049
1000 mL



Annexe 1

e Milieu ISP7 (International Streptomyces Project 7)

Glycérol
L-tyrosine
L-asparagine
K;HPO,
Na ClI
FeSO,4-7H,0
Solution saline standard
Agar
Eau distillée
pH =7,2-7,4

Solution saline standard

FeSO,4- 7H,0
MnC1,-4H,0
ZnS04-7H,0
Eau distillée

o Gélose 172F modifiée

Glucose
Extrait de levure
Amidon
Casitone
MgSO,-7H,0
CaS0;-2H,0
Eau distillée
agar

pH=7-7.2

15¢
05¢

1g

059
059
0.01g
1ml
209
1000 mL

0.1g
01g
01g
100 ml

109
5¢
109
54
259
24
1000 ml
159
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Milieu Bennett's-Glycerol
Glycérol
Casitone
Extrait de levure
Extrait de beeuf
Eau distillée
Agar

pH=7

1000 ml
209



La gélose de Gause

KNO;

KoHPO,

MgSO,

NaCl

FeSO,

Amidon

Agar

Eau distillée
PH=7,4

Gélose nutritive a la gélatine

Peptone

Extrait de beeuf

Gélatine

Agar

Eau distillée
PH=7

La gelose a la cellulose

Cellulose
NaNO3
K,HPO,
MgSO,
Extrait de levure
Agar

PH=7

Milieux pour tests enzymatiques

10g¢
059
059
059
0.01g
2009
30.0g
1000 mi

54
39
49
159
1000 ml

059
0.1g
01g
0.05¢g
0.05¢
159
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La gélose nutritive additionnée de chitine

Chitine

Extrait de levure

K>HPO,

MgS0O,4-7H,0

FeSO4-7H,0

Eau distillée
PH=7

La gélose au jaune d’ceuf (& 1%0)

Peptone

Extrait de levure

NaCl

Agar

Jaune d’ceuf

Eau distillée
PH=7

Le milieu de Sierra additionné de tween 80

Peptone

NaCl

CaC1,- 1H,0

Eau distillée

Agar

Tween 80
PH=7.4

La gélose au lait écrémé

Peptone
NaCl
Extrait de levure

Agar

54
059
29

1g
01g
1000 mi

109

5¢

109
209
100 ml
1000 mi

109

59

0.1g
1000 mi
189

10 ml

109
05g
03g
209

Annexe 2



Eau distillée
Lait écrémé
pH = 6.5-7.2

la gélose a la tyrosine

Peptone

Extrait de viande
L-tyrosine

Agar

Eau distillée

pH=7

La gélose MP7
Glucose
Pectine
KH,PO,
Na;HPO,
extrait de levure
(NH4)2SO4
FeSO4 7H,0
MgSO,
CacCl,
H3BO3

MnSO,
ZnS0Oy4-7H,0
CuSO4_5H,0
MoQO3

eau distillée

Agar

pH=7.2-7.4

ou d’une solution d’HCL.

Annexe 2

1000 mL
100 g dans 1000 mL d'eau distillée

05¢

39

059
209
1000 ml

059

059

04g

06g

0lg

029

0.001g (01mg)
029

0.001g (01mg)

0.00001g (10ug)
0.00001g (10ug)
0.00007g(70ug)
0.00005g(50ug)

0.00001(10ug)

1000 ml
15¢

N.B. I’ajustement du pH des milieux de cultures s’effectue a 1’aide d’une solution de NaOH



Annexe 2

NaOH : 10g de NaOH dans 250 ml d’eau distillée.
HCL : 200 ml d’HCL dans 16.40 ml d’eau distillée.

Colorants

e L a solution aqueuse de Rouge Congo

Rouge Congo 19
Eau distillée 100 ml

e La solution de chloride de mercure

HgC1, 159
HCI concentré 20 ml
Eau distillée 100 ml

e La solution d’acétate de cuivre

Acétate de cuivre 109
Eau distillée 100 mi

e Violet de Gentiane

Violet de Gentiane 19
Ethanol 10ml
Phenol 29
Eau distillee 100 ml

e Lasolution de lugol
iodure de potassium 29
lode métalloide I, 19
Eau distillée 100ml



La solution de fuchsine
Fuchsine basique
Phénol

Ethanol

Eau distillé

10g
50g
100 mi
1L

Annexe 2



Annexe 3

Le nuancier RAL

(http://www.toutes-les-couleurs.com/nuancier-ral.php )

Les teintes de jaune

RAL 1000 RAL 1001 RAL 1002 RAL 1003 RAL 1004
Beige vert Beige Jaune sable Jaune de sécurité Jaune or

RAL 1005 RAL 1006 RAL 1007 RAL 1011 RAL 1012
Jaune miel Jaune mafs Jaune narcisse Beige brun Jaune citron
RAL 1013 RAL 1014 RAL 1015 RAL 1016 RAL 1017
Blane perlé Ivoire Ivoire clair Jaune soufre Jaune safran
RAL 1018 RAL 1019 RAL 1020 RAL 1021 RAL 1023
Jaune zinc Beige gris Jaune olive Jaune colza Jaune trafic
RAL 1024 RAL 1026 RAL 1027 RAL 1028 RAL 1032
Jaune ocre Jaune brillant Jaune curry Jaune melon Jaune gendt
RAL 1033 RAL 1034 RAL 1035 RAL 1036 RAL 1037
Jaune dahlia Jaune pastel Beige nacré Or nacré Jaune soleil

Les teintes d’orange

RAL 2000 RAL 2001 RAL 2002 RAL 2003 RAL 2004
Orangé jauna Orangé rouge Orangé sang Orangé pastel Orangé pur
RAL 2005 RAL 2007 RAL 2008 RAL 2009 RAL 2010
Orangé brillant Crangé clair Orangé rouge clair Orangé trafic Orangé de sécuritd
RAL 2011 RAL 2012 RAL 2013

Orangé foncé (rangé saumon Orangé nacré


http://www.toutes-les-couleurs.com/nuancier-ral.php

Annexe 3

Les teintes de gris

Rl T RaL 7001 RAL T2 R Al T3 Rl 7004
Giris petit-gris Gl argent Gris alive Grris mousse Giis de sdcuritd
R AL T3 Rl 7008 Rl TR Rl 70 Rl 7000
Gris souris Gris baige Gris kaki Gris ven Grris 1ente
REal 7ol Ral T2 Rl T3 Rl T3 RaL 7016
Giris fer Giris basalie Ciris brun Giris ardoise Giris anthraciie
Ral 7021 RaL 7022 Rl 023 Rl T4 Rl 7026
Giis node Gris 1erre dombe Giris beton Gris graphite Grris granit
Rl 7030 Ral 7031 Rl T32 Rl 733 Rl 7034
Gris plemre Gris blew Gris sllex Gris clment Grris jaune
RAL T35 RAL 7036 Rl 3T Rl TE8 Rl 7039
Gris clair Giris platine Ciris poussidre Giris agate Giris quanz
Rl 700 RaL 7042 Rl Td3 Rl Tidd Al 7043
Gris fendtre Grris trafic & Gris 1rafic B Giris snde TElE gris |
Rl Tids Ral 7047 Rl T8

TEIE gris 2 Tél& gris 4 Gris souris nacrd
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Les teintes de brun

RAL 8000 RAL B0O1 RAL 8002 RAL 8003 RAL 8004
Brun vert Terme de Sienne Brun de sécurité Brun argile Brun cuivré
RAL 8007 RAL 8008 RAL 8011 RALB012 RAL 8014
Brun fauve Brun olive Brun noisatte Brun rouge Brun sépia
RAL 8015 RAL 8016 RAL 8017 RAL BO19 RAL 8022
Marron Brun acajou Brun chocolat Brun gris Brun noir
RAL 8023 RAL 8024 RAL 8025 RAL 8028 RAL 8029
Brun orangé Brun beige Brun piile Brun terre Cuivre nacré

Les teintes de blanc et noir

RAL 9001 RAL 9002 RAL 9003 RAL 9004 RAL 9005
Blanc créme Blanec gris Blane de sécurité Noir de sécurité Noir foneé
RAL 9006 RAL 9007 RAL 9010 RAL 9011 RAL 9016

Aluminium blanc Aluminium gris Blanc pur Noir graphite Blanc trafic
RAL 9017 RAL 9018 RAL 9022 RAL 9023

Noir trafic Blanc papyrus Gris clair nacré Gris foncé nacré






Résumé

Résumé

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de 10 souches actinomycétales et a porté sur une
identification morphologique macroscopique et microscopique ainsi qu’une mise en évidence
de leur aptitude a produire quelques enzymes : ’'uréase, I’amylase, la cellulase, la tyrosinase,
la lécithinase, I’estérase (dégradation du tween 80), la caséinase, la gélatinase, la pectinase et

la chitinase.
Nos résultats ont démontré que :

e Les dix (10) souches étudiees appartiennent aux genres: Stereptomyces ;
Streptosporangium ; Saccharopolyspora ; Nocardiopsis ; Actinoplanes ;
Micromonospora et Nocardia.

e Toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité enzymatique, ce qui
démontre leur importance.

e L’amylase est I’enzyme, la plus produite par nos souches (90%) ; suivie par 1’'uréase
(80%) ; puis la tyrosinase et la pectinase (70%).

e Aucune des souches n’a pu produire la gélatinase et I’estérase.

e Les souches n°02 et n°05 sont les plus actives ; elles ont pu produire six (06) enzymes
parmi dix (10) enzymes (60%) : I’amylase, la chitinase, la tyrosinase, 1’uréase, la
lécithinase et la pectinase pour la 1°® souche ’amylase, la cellulase, la caseinase, la
tyrosinase, 1’uréase et la lécithinase pour la seconde.

e La souche n° 08 est la moins active vu qu’elle a produit 02 enzymes seulement :

I’amylase et I’uréase.

Mots clés: Actinomycetes, enzymes, amylase, cellulase, uréase, Streptomyces,

Micromonospora, Nocardia.



Abstract

Abstract

In the present study, ten (10) actinomycetes strains were morphologically characterized
(using macroscopic and microscopic examination) ; and their ability to produce ten (10)
enzymes were studied ; including: amylase, urease, cellulase, tyrosinase, lecithinase, esterase

(degradation of tween 80), caseinase, gelatinase, pectinase and chitinase.

The results showed that:

e The actinomycetal strains were found to be belonging the genera: Streptomyces,
Streptosporangium, Saccahropolyspora, Nocardiopsis, Actinoplanes, Nocardia
and Micromonospora.

e The strains showed the ability to produce at least one enzyme, which demonstrates
their importance.

e Amylase was the most produced enzyme (90%) followed by urease (80%), then
tyrosinase and pectinase (70%).

e None of our strains was able to produce gelatinase and esterase.

e The strains n°02 and n°05 were the most active; they produced 06 enzymes among the ten
(10) studied enzymes (60%): amylase, chitinase, tyrosinase, uréase, lécithinase and
pectinase for the first strain; and amylase, la cellulase, caseinase, tyrosinase, urease and
Iécithinase for the second one.

e The strain n°08 was the least active; it produced only 02 enzymes: amylase and urease.

Key words: Actinomycetes, enzymes, amylase, cellulose, urease, Streptomyces,

Micromonospora, Nocardia.
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Résumé

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de 10 souches actinomycétales et a porté sur une caractérisation

(identification morphologique) (macroscopique et microscopique) ainsi qu’une mise en évidence de leur

aptitude a produire quelques enzymes : 1’uréase, ’amylase, la cellulase, la tyrosinase, la lécithinase,

I’estérase (dégradation du tween 80), la cas€inase, la gélatinase, la pectinase et la chitinases.

Nos résultats ont démontré que :

Les dix (10) souches étudiées appartiennent aux genres : Stereptomyces ; Streptosporangium ;
Saccharopolyspora ; Nocardiopsis ; Actinoplanes ; Micromonospora et Nocardia.

Toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité enzymatique, ce qui démontre leur
importance.

L’amylase est I’enzyme, la plus produite par nos souches (90%) ; suivie par ’'uréase (80%) ; puis la
tyrosinase et la pectinase (70%).

Aucune des souches n’a pu produire la gélatinase et 1’estérase.

Les souches n°02 et n°05 sont les plus actives ; elles ont pu produire six (06) enzymes parmi dix
(10) enzymes (60%) ; I’amylase, la chitinase, la tyrosinase, I’uréase, la l1écithinase et la pectinase
pour la 1ére souche I’amylase, la cellulase, la caseinase, la tyrosinase, I’uréase et la lécithinase pour
la seconde.

La souche n° 08 est la moins active vu qu’elle a produit 02 enzymes seulement (I’amylase et
I’uréase).
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Nocardia.
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