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Introdimi

L'étude des caractéristigues phénotypiqumsstitue la premiére étape de description,

d’identification et de classification des bactémesamment les actinomyceétes.

Elle comprend des méthodes morphologiquesétaboliques/biochimiques,

physiologiques et chimio-taxonomiques qui étai¢mestent les plus utilisées de nos jours.

Les méthodes métaboliques ou biochimiqgireduent principalement le profil
d’hydrolyse des sucres( l'arabinose , le fructose galactose , la cellulose, 'amidon , le
raffinose , le lactose, le saccharose...etc ) (Rndlet Gottlieb, 1948 ; Shirling et Gottlieb,
1966 ; Williams et Cross, 1971), I'hydrolyse dasides aminés (I'alanine, I'arginine,
I'histidine, la phénylalanine, la proline, I'aspgnae...etc.) (Tsukamura, 1966), la dégradation
des tweens 40, 60 et 80 (Sierra, 1957), la dégoaddes sels de sodium (sulfate, nitrate,
lactate, acétate...etc.) (Gordetral., 1979....etc.

Les méthodes physiologiques incluent ppelement la croissance a certaines
températures, a certains pH, et a certaines caatienis de sel (Tresner, 1968).

Les méthodes chimio-taxonomiques consistét@rminer d’une part I'isomeére de l'acide
diaminopimélique (DAP) (LL ou DL) et la présencerman de la glycine au niveau de la paroi
cellulaire et d’autre part la composition cellidaien sucres et en phospholipides. Ces
méthodes ont été rapportées par Beakeal. (1964), Lechevalier et Lechevalier (1970) et
Staneck et Roberts(1974).

L’étude des caractéristiques physiologget métaboliques des actinomycetes se
révele importante, du fait de la capacité de cetébas a synthétiser différents métabolites
biologiqguement actifs tels des enzymes qui sontloé@es dans diverses applications
industrielles et biotechnologiques (Yugal Kisha2814 ; Narasaiallet al ,2015 ; Nazia et
Shraddha ; 2016).

Plusieurs recherches ont démontré queegegmes ont I'aptitude de fonctionner dans
une large gamme de pH, un large intervalle de teap& et a différentes concentrations en
NaCl (Jang and Chang, 2005 ; Hristatal ,2012 ; Adrianaet al., 2013).

Dans la méme optique, nous avons tracé combjectif d'étudier la capacité de
guelques souches d’actinomycetes a produire quelgoeymes et a croitre dans certaines

conditions physico-chimiques.
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Introdimi

La premiere partie de ce travail serve inddes actinomycetes, a traiter leur taxonomie,

leur écologie ainsi que leur importance.

La seconde partie (expérimentale) s'occupel’@ude de l'effet de trois paramétres
physico-chimiques (température, pH et NaCl) swrtassance des souches d’actinomycetes

étudiées ; ainsi que leur aptitude a produire diegizymes a intérét industriel.
La troisiéme partie consiste a discuteoetgarer les résultats obtenus.

La derniére partie soulignera la concluginale et les perspectives de ce travail.
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Partie | : Revue bibliographigue

|.  Propriétés générales des actinomycetes

Les Actinomycetes forment un grand groupe de migaismes procaryotes appartenant
a l'ordre des Actinomycétales crée par Buchanah9dr.

lls s’agit de bactéries a Gram positif, cégasées par leur grande teneur en G+C%,
allant de 51% chez certain€srynebacterium, a plus de 70% chez les genBsgptomyces et
Frankia (Venturaet al., 2007).

Cultivées sur milieu solide, telle la gélose, nd@seau ramifieé d’hyphe formé par les
actinomycetes se développe a la fois a la surfacgulistrat et a son intérieur pour former un
mycélium végétatif. Un mycélium aérien, appelé ausgcélium secondaire, est formé
d’hyphes dressés sur le mycélium du substrat. hiyphes aériens sont plus épais et beaucoup
moins ramifiés que les hyphes du substrat (Prestait, 2003).

On distingue trois cas :

» Soit seul le mycélium végétatif est fornte dnkia et Dactyl osporangium)

e Soitil y a formation de mycélium végétatif puis mgcélium aérien maturé en
conidies G&reptomyces).

» Soit, seul le mycélium aérien est forg@orichthya) (Djaballah, 2010).

Les filaments mycéliens peuvent produire sjgsres, soit unique@viicromonospora),
soit en chainesSreptomyces), soit groupées dans des sporan@esinoplanes). Immobiles
ou mobiles Actinoplanes, Spirillospora....etc.) Si ces spores sont localisées dans des

sporanges, on les appelle des sporangiospores@Rmesal., 2010).

Les colonies que forment les actinomycstegamilieux solides sont caractéristiques, leur
diameétre est généralement compris entre 1 a 4lreor.aspect peut étre compact, sec, lisse
ou rugueux, en chou-fleur, a contour lisse ou éctégan Elles sont trés souvent pigmentées

en blanc, creme, jaune, violet, rose, gris..etcryRa al., 2004).

Sous microscope, ces bactéries présemtengrande variabilité morphologique, allant
de la forme cocciNJicrococcus) a un cycle batonnet-cocévthrobacter) en passant par ceux
formant des hyphes qui se fragmentéddardia et Rhodococcus) et ceux qui posseédent un
mycélium persistant et bien différencléreptomyces, Actinomadura, Micromonospora, €etc.)
(Oskayet al., 2004 ; Srivibool et Sukchotiratana,2006).

iy



Partie | : Revue bibliographigue

Les Actinomycetes sont aérobies plisement anaérobies, les premiers a
métabolisme oxydatif représentés par les espéeuriques, les seconds a métabolisme
fermentatif correspondant aux especes hotesates naturelles de 'homme et des

animaux

Ce sont généralement des organismedrdietphes, qui tirent leur énergie a partir
d’'une source tres variée de substrats azotéslwireds y compris des polymeres complexes.
Mais il existe des chimioautotrophes qui oxydehtydirogene et l'utilisent comme source

d’énergie et le gaz carbonigue (§@omme source de carbone (Mariat et Sebald , 1990)

Pour le pH, la plupart des actinomycétes ceenportent comme des bactéries
neutrophiles, et font une croissance optimale deangtervalle de pH compris entre 7 et 8.
Mais ils peuvent avoir une croissance a des val@gerngH inférieurs & (McKinney, 2004),
telle est le cas pour les souches acidophiles @iengenre Streptacidiphilus (Wanget al.,
2006).

Les Actinomycetes sont généralement ndésophiles , c'est-a-dire leur température
optimale de croissance est située entre 25°C @,304is il existe des espéces thermophiles
qui peuvent croitre a des températures comprise e 55°C et 65°C tel le genre

Thermoactinomyces (Jiang et Xy 1993 ; Rangaswamét al.,2004).
Selon leurs exigences en NaCl, les agtyogtes peuvent appartenir au groupe :

* Des halophiles : qui ont besoin de sel pour lEaissance. La concentration en NaCl peut
varier de 0,5 a 2,5 M (03-15%) pour les halophitezdérées, et de 2,5 a 5,2 M (15-30%)

pour les halophiles extrémes.

* Des halotolérants : qui acceptent des conceatraimodérées de sels mais non obligatoires
pour leur croissance. lls sont appelés des halatuie extrémes si la concentration en NaCl
atteint 2,5 M (15%) (Hozzein, 2015).

N
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Il.  Ecologie et habitat

Les Actinomycetes sont largement distribu@ssdle sol, I'air, I'eau et les plantes
(Goodfellow et O'Donnell, 1989) (tableau n°1) .

1.1 /Le sol

Les Actinomycétes du sol sont saprophgegarticipent a la biodégradation de la
matiere organique. lls sont surtout présents dagsliche comprise entre la surface du sol et

jusqu’a 2m de profondeur c'est-a-dire dans (laogphere) ( Omura, 1992 ).

1.2/ Lair

L’air constitue pour les actinomycetes un moyen tdsport non pas un habitat
(Gazenkcet al., 1989 ; Reponest al., 1989).
Les Actinomycetes se développent et libére leuosespdans I'air provoquant lorsque elles

sont inhalées des maladies respiratoires (Gageaiq 1985 ; Suntarét al.,2002).

[1.3/ Eaux douces et eaux marines

Les Actinomycétes ont été également ssal@artir des environnement aquatiques tels
I'eau marine et les sédiments marins ( Jamsah, 1991 ; Ghanerat al.,2000)
L’écologie des actinomycetes marins a été déscyiar Goodfellow et Williams en 1983
(Goodfellow et Williams, 1983) Il a été démontré que les actinomycéetes constituea
petite partie de la flore totale marine, mais r lrambre est faible par comparaison a celui
dans dans les eaux douces ou les sols ( Kitahi,2005).

[1.4/ Les plantes

Certaine Actinomyceétes sont des symbiotss glantes (Larpent et Larpent-Gourgaud,
1985). C'est I'exemple du geniferankia qui bactérie forme des nodules au niveau des
racines des plantes et leur procure de I'azotesdoeiation est appelé actinorhizienne (Prescot
etal .,2007) .

]
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Tableau 1 : Répartition des Actinomycétes dans laature (Goodfllow, 1983)

Habitat

Genre

Sol

Actinimodura
Actinoplanes
Microbiospora
Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus
Streptomyces
Streptosporangium

Eau

Actinoplanes
Micromonospora
Nocardia
Rhodococcus

Streptomyces

Nodule de racine

Frankia
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[-Matériel biologique
Les souches d’actinomycetes étudiées, au red¥B5, ont été fournies par notre encadreur
Mlle MERIANE Ilhem . Chacune avait un identifiant ¢i2 01 jusqu’aulD 35.

[I-Méthodes
1/Etude des caractéres enzymatiques

1-1/Recherche des sucres
1-1-1/Recherche de I'amylase
L’activité amylolytique a été testée sugédose de Gause (annexe), selon la méthode de
Williams et Cross (1971).e milieu est coulé sur boites de Pétri, ensempacétries de lisolat
étudiée puis incubé a 30°C. Aprés sept jours, llasgéest recouverte d’une solution de Lugol (anhexe
La lecture s’est faite apres 24h et s’est poursjisqu’au 16me jour d’'incubation. La présence d’'une zone
claire autour des colonies apreés I'ajout du Lugdique I'hydrolyse de I'amidon.
1-1-2/Recherche de la cellulase
Cette activité a été testée sur une géloseiaddée de la cellulose (annexe).
Le milieu est coulé sur boites de Pétri puis ense@@ar stries de la souche a tester et incubé@ 3
Apres sept jours, une solution aqueuse de rouggdari % suivie d'une solution de NaCl (1N)
pendant 15 min permettent de mettre en évidendédeadation de la cellulose (Pingétyal., 2012).
1-2/Recherche des protéases
1-2-1/Recherche de la casée
L’hydrolyse de la caséine a été étudiée sur uremiiélosé contenant 5% du lait écrémé (annexe).
L’ensemencement s’est fait par stries de la sogtidiée, et I'incubation a été effectuée a 30°C.

Apres sept jours, I'apparition d’'une auréole clagetour des colonies indique la dégradation

e
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de la caséine (Ravdl al., 2012 ; Royet al., 2014).
1-2-2/Recherche de la gélatinase
Ce test a été réalisé sur un milieu nutritif gélosétenant 1% de la gélatine (annexe), selon thodé
de Williams et Cross (1971).Le milieu est coulésidas boites de Pétri puis ensemenceé par stries de
souche a tester et incubé a 30°C. Une solutiorhiieide de mercure (annexe) permet de mettre
en évidence la dégradation de la gélatine quieskiit par la présence d’une auréole claire autearcolonies
1-3/Recherche des lipases
1-3-1/Recherche de I'éstérase
La recherche de I'estérase a été réalisée sulieundie Sierra additionné de tween 80 (Sierra, 1957
(annexe). Aprés sept jours d’incubation, I'appanitd’'un halo opaque autour des colonies tradyitésence
d’'une estérase.
1-3-2/Recherche de la lécithsa
La lécithinase a été recherchée sur une gélogmune d’'ceuf a 10% (annexe).Le milieu a été coulé
en boites de Pétri, puis ensemenceé par striesstmitzhe a tester et incubé a 30°C.
Le jaune d’ceuf est un substrat composé de lécitdmériglycéride, et d’'une lipoprotéine ; Il peringnc de
rechercher trois enzymes :
» Lalécithinase : se traduit par I'apparition d'usldvopaque, blanc perlé jaunatre, a bord
net sous la colonie ou a sa limite.

» Lalipase : indiquée par I'apparition d’un halortgoerlé huileux et brillant.

» Lalipoprotéinase : se traduit par I'apparitionmtialo claire autour de la colonie (Nitsch et

Kutznur, 1969).

.
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1-4/Recherche de l'uréase (urée hydrolase)

La recherche de l'uréase s’est effectuée surlieunmrERGUSSON (milieu urée —indole) en tubes,
gui a été richement ensemenceé par une culture gfangnomycetes a tester a I'aide d’'une anse déng.
Les tubes ont été ensuite agités a I'aide d’utexgpuis incubés a 30°C. La lecture s’est fait@s@4h
et poursuivie jusqu’au £0%jour d’incubation.Si la souche posséde une urdagepduction de N
fait alcaliniser le milieu et virer l'indicateur kele rouge violacé.

1-5/Recherche de la tyrosinase

Ce test a été réalisé sur une gélose a la hggannexe), le milieu est coulé sur boites de peis
ensemence par des stries de la souche a testeubéia 30°C. L'examination s’est faite prés deuxg
et poursuivie jusqu’au f0%jour d’'incubation. La dégradation de la tyrosieensanifeste par une auréole
marron ou noire autour des colonie (Raatall., 2012 ; Royet al.,2014).

1-6/Recherche de la pectinase

La pectinase a été recherchée sur une gélosgahRéxe). Ce milieu a été coulé sur boites da,Pétr
ensemence de la souche a tester puis incubé a 8pf€s 07 jours d’'incubation, les boites sont reeotes
d’'une solution d’acétate de cuivre a 10% (annee@dant 15 min, la présence d’un halo clair indique

la présence d’une activité pectinolytique (Handtial .,1971).

2/ Etude des caractéres physico-chimiques

2-1/ Croissance a différentes températures
Les souches d’actinomycetes ont été ensemencekesmsilieu ISP2 en boites de Pétri puis incubées

a différentes températures : 4°C, 20°C, 30°C, 3t°45°C. La lecture s’est faite aprésias, 7:m¢

et jusquau 10°™2 jour d’incubation. Un résultat positif se traduéirpine croissance bactérienne.

)
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2-2/ Croissance a différents pH
Les souches d’actinomycetes ont été ensemencékesmilieu ISP2 préparé et ajusté a différents
pH : 03, 05, 07 et 12 (annexe). La lecture s'asefaprés 6™, 75™= ot jusqu au 10°™=jour
d’incubation. Tout développement a signifié un hadypositif.

2-3/ Croissance a différentes concentrations en Na&C

La croissance des souches d’actinomycétesésepce de différentes concentrations en NaCl a été

testée sur un milieu solide. Il s’agit du milielPBpréparé avec 7%, 10%, 12% et 15% de NaCl (@ynex
Ce milieu une fois coulé en boites de Pétri, aa@gemencé par des stries puis incubé a 30°C.
La lecture s'est faite apres 3&=¢, 7°™¢ et jusqu au 10°™*jour d'incubation.

Tout développement a signifié une croissance.

-
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2/ Croissance a différents pH :
Le résultat de la croissance des souche&étia différents pH est mentionné dans la figuret le tableau 4 :

Tableau 4 : Les résultats de la croissandes 35 souches étudiées a différents pH :

Souches
Bh Pourcentages

ID [ID [ D [1D[ID[ID][ID[ID|D[D][ID][ID][ID[ID[D]|D][D][ID][ID|[ID|ID][D|[D][ID][ID][ID[ID[D]|[D][D][ID]ID][ID]D

01|02 |03|04|05|06|07|08|09|20|11 |12 |13 |14 15|16 |17 |18 |10 |20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 |20 |30|31|32|33|34]35
PHEO0S ol [ [+ |+ |+ [+ |- [+ |+ |- |+ |+ |- |+ [+ |+ |+]|-|+|+|+|+]|+|+|+]|+|+]|+|+|+|+]|+]|+|+]| 8858%
PHEO0S | o e [+ [+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |- |+ |+ |- |- |+ |+ |+|+|+|+|+|+]|+|+|+]|+|+]+|+|+]|+]|-]|+|+]| 8858%
PHEOT ol |+ |+ |+ |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ ]+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+ ]|+|+|+|+]|+]|+]|+]|+]|+] 100%
PHEL2 ol |+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ - |+ |+ |+ |+ |+ ]+ +]|+|+|+|+|+]|+]|+]|+|+|+|+]|+]+]|+]| 97.15%




3/ Croissance a différentes concentrations de NacCl
Les résultats de la croissance des 35 souchegésudidifférentes concentrations en NaCl sontilaglans le tableau 5 et dans la figure 27 :

Tableau 5 : Les résultats de la croissance des 3iushes étudiées a différentes concentrations en NaC

Souches

NaCl D [D [mD [ [ [mD[mD] [ID[mDI [ID[D] [ID][DI/[ID]|[D]/[ID][IDI/[ID]|[IDI[ID][|[IDI/[ID]|[DI[ID][IDI [ID]|[IDI[ID]|[IDI[ID][IDI[ID]|ID

01 |02 |03 |04 |05 |06 |07 |08 |09 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 |29 |30 |31 |32 |33
E\('f%) + |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ |+
?‘1%% + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |- + |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+
?'12%) + |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ |- - - + |+ [+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |-
NacCl
(15%) + |+ [+ |+ [+ |- = + |+ [+ |+ |+ |- = = = = + |+ |+ |- + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- + | -




1/ Croissance a différentes températures

Le résultat de la croissance des souchégétia différentes température est mentionnélddigire 11 et le tableau 3 :

Tableau 3 : Les résultats de la croissandes 35 souches étudiées a différentes températures

Souches
TC) [ [ [D[D[ID][D[ID][D[ID][D[ID[D[ID][D|D][D[ID][D[D][D][D[D][D[D][D[D][D][D][D][D][D][D[D][D]D|Pourcentages
01|02 |03|04|05|06|07|08|00| 1011|1213 |14|15|16|17 |18 |10 |20 |21 | 22|23 |24|25|26|27|28|20|30|31|32|33|34]35
T°=04°C 9
F |+ - |+ - |- ]+ |+ |-+ |+ |+ +]+]-|+]|+]|828%
* *
T220°C |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |- |+ [+ |+ |+ |+ ]|+ ]|+ |+ ]+ |+ +][+|+]|+|+]|+]+|+]+]+]|-]+]+]|9428%
T=0C b |+ [+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ |+ |+ ][+ ]|+ |+ +|+[+]+|+]|+]|+|+]|+|+]|+]|+]|+]+100%
*
qomgzec |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ [+ |- |+ [+ |+ |+ +|+]|+]|+|+]|+|+ |+ |+ |+|+]|+|+]|+]|+]|+]|9729%
* *
T° =45°C
F |||+ [+ ||+ |+ [+ |+ |+ |+ ]+ |+ |+ ]+ |+ ]+ +|+]|+]|+]+]-|+]+]|9428%




Mise en évidence des activités enzymatiques

Les résultats des activités enzymatiques deo@8hes étudiées sont illustrés dans le tabledessious (tableau 2).

Tableau 2 : Résultats des acti@g enzymatique des 35 souches étudiées

Souches
Le
substrat [1D |[ID [ID [ID [ID [ID[ID[ID|[D][MD|[D [ID[ID[ID [D|[ID|[ID|[ID|[ID|ID [D|[ID [ID][ID [ID | D|[D[D[D][ID[ID]|D][ID][D][D](%
dégradé |01 [02 | 03 (04 |05 | 06|07 | 08|09 |10 |11 |12 |13 |14 |15(16|17 (18|10 (20 |21 |22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 29|30 |31 |32 |33 |34 |35
* * *
L I T e e T e T T e e e e e ™ 5 I iy U ) (i (i I N 3
Cellulose | 1 o | o Jw |- |- [+ |- |- |+ [=|-|- [+]-]+]|+|-]+ |+ + (- |+ |- |- -+ [+ |- |- |- |40
Caséine |+ |- [+ |- |- [+ |+ |+ |- |- |+ |- |- |+ |-|-|+|+]|+]- + |- + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- [+ |+ [+ |+ |+
66

Gélatine _ _ _ + _ + _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ _ _ _ _ _ _ + _ _ + _ + 20

+ | - - - - U R I N I - |- |- U I I I P - S - - R N I - - - - -
Tween 80 _ 0.01
Lécithine | _ _ _ + |- _ _ + |- _ _ _ + |+ _ _ _ _ _ _ _ _ _ + + |+ _ _ _ _ _ + |+ |- _ 26

* * *

Uree + |+ |+ [+ |+ |- |+ |+ [+ |+ ]|+ |[+|+]+ |- |+|+|+]+]|+ [+ |0+ |+]|+ |+ |+ |+|+|+|+ |+ |+ |+ |+ |+ ]|
L-
L I I o e o I I o (e IS o v I (v A ™ S S I S A ™S (S I "N (VS (VA VR (PP (Vo Y
Pectine I _ _ N I I R R I N R e _ _ | _ _ I O _ _ _ _ _ 0
Total des
enzgi’mes 04 |03 |03 |05 |03 |02 |04 |05|04 |02 |05 |02 |02 |03 |03 01|04 (04|03 |03 |06 [03 |04 |05 |04 |04 |04 |03|04 |05 |04 |05 |06 |04 |04
produites

(*) : La lecture du résultat s’est faite uniquementapres le 5™jours.
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I. Mise en évidence des activités enzymatiques

Les résultats des activités enzymatiques des 35 souches étudiées sont illustrés dans le

tableau ci-dessous (tableau 2).

Tableau 2 : Résultats des activités enzymatique des 35 souches étudiées.
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Le tableau 2 indique que toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité

enzymatique parmi les neuf 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 ef al.,

2000 ; Chakraborty et al., 2009 ; Avramenko et Galynkin, 2010).

Ce résultat, justifie aussi I'intérét que portent les chercheurs ce type de microorganismes,
un intérét qui n’a cessé de s’accroitre au cours de ces derni¢res années, principalement en
raison du grand nombre d’application que les enzymes offrent dans des domaines tres variés.

(Keyhani et Roseman, 1999 ; Bhat, 2000 ; Mobini-Dehkordi et Javan, 2012).

1. Répartition des activités enzymatiques selon la nature du substrat

dégradé
1.1 /Dégradation des sucres

1.1.1/ Dégradation de ’amidon

D’apres le tableau 2, on remarque que 23 souches parmi les 35 souches d’actinomyceétes

¢tudiées ont pu dégrader I’amidon, 12 souches se sont révélées dépourvues de 1’amylase.

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

apres 1’addition du « Lugol » (figure 1).

Les données bibliographiques ont mentionné que « 1’a-amylase » est le type d’enzyme
amylolytique le plus produit par les actinomycetes. Il est €laboré par différents genres tels
que Streptomyces ; Nocardiopsis et Streptosporangium (Vigal et al., 1991 ; Stamford et al.,
2001; Chakraborty et al., 2009).

Figure 1: Photographie représentant le résultat positif de D’activité amylolytique de la

souche actinomycétale ID 15.

F
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1.1.2/ Dégradation de la cellulose

Parmi les 35 souches d’actinomycetes, 14 souches ont pu produire I’enzyme cellulase

(tableau 2).

Cette activité se traduit par ’apparition d’un halo jaune orangé entourant la colonie aprés

I’ajout du « Rouge Congo a 1% » et d’une solution saline (1N da NaCl) (figure n° 02).

Figure 2: Photographies représentant le résultat positif de ’activité cellulosique

de deux souches actinomycétales ID 11 et ID 30.

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 Thermomonospora (Stutzenberger , 1988).

1.2 / Dégradation des protéines
1.2.1 / Dégradation de la caséine
23 souches possedent I’enzyme « caséinase » (tableau 2).

Cette activité se traduit par I’apparition d’un halo clair autour de la colonie sans 1’ajout

d’aucun réactif (figure 3).
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Figure 3: Photographies représentant le résultat positif de ’activité caséinolytique

de deux souches actinomycétales ID 08 et ID 24.

Gulve et Dushmukh (2011), ont rapporté que les genres Streptomyces, Micromonospora,

Nocardia et Saccharopolyspora possédent une activité caséinolytique.

1.2.2 / Dégradation de la gélatine

Parmi les 35 souches d’actinomycetes, 07 souches ont pu produire 1’enzyme gélatinase
(tableau 2).

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

d’une solution de chloride de mercure (figure 4).

Figure 4 : Photographies représentant le résultat positif de ’activité gélatinolytique

de deux souches actinomycétales ID 06 et ID 30.
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1.3/ Dégradation des lipides
1.3.1/ Dégradation du tween 80
Une seule souche (ID 01) parmi les 35 a pu secréter I’enzyme estérase (tableau n° 02).

Cette activité se traduit par I’apparition d’un halo opaque sans 1’ajout d’aucun réactif

(figure 5).

Figure 5: Photographie représentant le résultat positif de I’activité d’estérase

de la souche actinomycétale ID 01.

1.3.2/ Dégradation de la lécithine

Le méme tableau, démontre que 09 souches possédent 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 6).

Verma et Khuller (1983) ont rapporté la production d’une phospholipase (Iécithinase)

chez S.griseus qui a été active a pH=7,5.
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de deux souches actinomycétales ID 14 et ID 26.

1.4/ Dégradation d’autres substrats

1.4.1/ Dégradation de ’urée

Toutes les souches actinomycétales, a I’exception de deux souches ID 06 et ID 15, se

sont révélées productrices de I’enzyme uréase (tableau 2).

L’uéase 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 7).
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Figure 7 : Photographies représentant le résultat de I’activité uréasique :

A droite : Activité positive des souches actinomycétales : ID 07, ID 11, ID 18, ID 23et ID 34.

A gauche : Activité négative des souches actinomycétales : ID 06 et ID 15.

La recherche de cette enzyme fait partie 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 n°02,

indique que 18 souches parmi les 35 sont positives.

En fait, une activité positive se manifeste par 1’apparition d’une auréole de coloration
9

marron ou noire (figure 8).
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, Streptomyces castaneoglobisporus, Streptomyces
albus,Streptomyces espinosus (Nambudiri and Bhat, 1972 ; Philipp et al, 1991 ;
Royetal.,2014).
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Figure 8 : Photographie représentant le résultat positif de I’activité tyrosinolytique

de la souche actinomycétale ID 04.

1.4.3/ Dégradation de la pectine

Le test s’est monté négatif pour toutes les souches d’actinomycetes étudiées (tableau 2).

Nos résultats nous permettent de déduire que ’urée est le substrat le plus dégradé avec

un pourcentage de 94% ; suivi par I’amidon avec 66% ; ensuite la caséine avec 65,71%.

En 4 position, vient la L-tyrosine avec 60%, puis la cellulose avec 40% ; ensuite la

lécithine avec 25,71%, et la gélatine avec 20%.
Le tween 80 est le substrat le moins dégradé avec 0,01%.

Enfin ; la pectine est le substrat non—dégradé par toutes nos souches étudiées (figure 9).
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Figure 9: Répartition des activités enzymatiques selon la nature du substrat dégradé.

Nos résultats sont proches a ceux présentés Siricha ez al .,(2013) pour I’étude des activités

enzymatiques de 63 souches d’actinomycetes isolées a partir des sédiments marins ou ils ont

mentionné que ’activité amylolytique a occupé la premicre position (81%) suivie par 1’activité

caséinolytique (59%). L’activité uréasique n’a pas été recherchée.

Mais sont loin de ceux rapportés par Gulve et Deshumukh (2011) pour I’étude des
activités enzymatiques de 90 souches d’actinomycetes d’origine marine ou leurs isolats ont
dominé quant a la production des enzymes protéolytiques : 84, 44% et 77, 78%, pour L’action

sur le lait écrémé et la dégradation de la gélatine respectivement.

Quant a ’activité uréasique, elle a occupé la derniere position vu que 15 sur les 90 souches

testées (16, 67%) possédaient I’enzyme uréase.
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2. Répartition des actinomycétes selon le nombre des enzymes produites

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

démontrée dans la (figure 10) ci-dessous.

Pourcentage des enzymes produites (%)

100% '
80% W negatif
60% B positif
40%

20%
0% . ; ID
N

Figure 10 : Répartition des actinomycetes selon les enzymes produites.

Les souches nommées ID 21 et ID 33 viennent en 1°° position 66% , elles sont pu
produire six enzymes différentes ; cellulase, amylase , gélatinase , uréase , tyrosinase ,
caséinase pour la souche ID 21 , amylase, gélatinase , 1écithinase , uréase , caséinase ,

tyrosinase pour la souche ID 33 .

Les souches ID 04 , ID 08, ID 11, ID 24, ID 30, ID 32 a occupent la péme position avec un
pourcentage de (55%), ces souches ont pu produire 05 enzymes : amylase , gélatinase ,
lécithinase , uréase et tyrosinase pour la souche ID 04, cellulase, lécithinase, uréase,
tyrosinase et caséinase pour la souche ID 08 , amylase , cellulase, uréase , tyrosinase , et
caséinase pour la souche ID 11, amylase , 1écithinase , uréase , tyrosinase et cas€inase pour la
souche ID 24, amylase , cellulase , uréase , tyrosinase et caséinase pour la souche ID 30 ,
amylase , cellulase , gélatinase , uréase et tyrosinase pour la souche ID 30 et enfin, amylase ,

caséinase , lécithinase , uréase , tyrosinase pour la souche ID 32 .

Viennent ensuite les souches ID 01 ,ID 07 ,ID 09,1ID 17 ,ID 18 ,1ID 23 ,1ID 25, 1D 26, ID
27 ,1D 29, 1D 31, ID 34, ID 35, avec un pourcentage de 40% ; et la production de 04

enzymes différentes.
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La 4°™ position est occupée par les souches ID 02, ID 03, ID 05, ID 13, ID 14, ID 15, ID
19 ,1ID 20, ID 20, ID 22, ID 28 avec un pourcentage de 33% et la production de 03

enzymes différentes.

Viennent ensuite les souches ID 06, ID 10, ID 12 avec 20% qui ont pu produire 02 enzymes

différentes.

En derniére position vient la souche ID 16 avec un pourcentage de 11%, en fait, elle a

produit une seule enzyme uréase.

II. Mise en évidence des aptitudes physiologiques

1/ Croissance a différentes températures

Le résultat de la croissance des souches étudiées a différentes température est mentionné

dans la figure 11 et le tableau 3 :

Pourcentage de croissance

100%
90%
80%
70%
60%
B Négatif
50%
W Positif
40%
30%
20%
10%
0%

T°=04°C T°=20°C T°=30°C T°=37°C T°=45°C

Figure 11 : Histogramme représentant le résultat de la croissance des souches actinomycétales a

différentes températures.
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D’aprés ces résultats on remarque que toutes les souches ont pu développer a une température
de 30°C (100%) (figure 13); et méme a la température 37°C a I’exception de la souche

nommée ID15 qu’on a suivi apres 05 jours d’incubation seulement (97 ,14%) (figure 14).

Figure 12 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 06,

ID 12et ID 22 a la température 30°C.

Figure 13 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 03 et ID 32
a la température 37°C.

Aux températures 20°C et 45°C ; seules les souches nommée ID 11 et ID 33 n’ont pas pu

croitre (94 ,28%) (figure 15 et 16).
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Figure 14 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 17, ID 19

et ID 35 a la température 45°C.

Figure 15 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 13, ID 18
et ID 33 a la température 20°C.
Tandis que pour la température 04°C seules 06 souches ; qui sont respectivement : ID 4,

ID 7, ID 15, ID 23, ID 27, ID 33 n’ont présenté aucune croissance. Les vingt-neuf (29)
souches ont donné un résultat positif (82% ,85%) (figurel7).

Figure 16 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 24

et ID 36 a la température 04°C.
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D’apres les résultats du test de la température ; on remarque toutes nos souches ont pu
développer a une température de 30°C et la majorité ont montré une bonne croissance dans un

intervalle allant du 20°C jusqu’au 45°C.

2/ Croissance a différents pH

Les résultats la croissance des 35 souches étudices a différents pH sont illustrés dans le la

figure 17 et le tableau 4 :

Pourcentage de croissance
100% -

98% -
96% -
94% -
92% -
90% -
88% -
86% -
84% -
82% -

Négatif
Positif

pH

pH 03 pH 05 pH 07 pH 12

Figure 17 : Histogramme représentant le résultat de la croissance des souches étudiées
a différents pH.

Ces résultats montrent que toutes les souches ont pu croitre sur le milieu ISP2 a pH 07
(100%) (figure 19) et aussi a pH 12 D’exception de la souche ID 14 pour le milieu ISP; a
pH=12 (97.15%) (figure 20).
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Figure 18 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 13, ID 24

et ID 28 sur s le milieu ISP, a pH=07.

Figure 19 : Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID 04, ID 16

et ID 22 sur le milieu ISP, a pH=12.

Ces mémes résultats montrent que 04 souches : ID 08, ID 11, ID 14 et ID 19 n’ont pas pu se
développées sur ce milieu-1a ajusté a pH 03 (figure 21) et 04 autres souches : ID 11, ID 14,

ID 15 et ID 33 n’ont pas pu se développées aussi sur le méme milieu ajusté a pH 05.

-
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Figure 20 : Photographies représentant ’absence de la croissance de la souche actinomycétale

ID 19 sur le milieu ISP, a pH=03.

Figure 21: Photographies représentant la croissance des souches actinomycétales ID01, ID 02 et

ID 34 sur sur le milieu ISP, a pH=05.

D’apres les résultats du test du pH, on peut constater que la majorité des souches ont un

bon développement a pH neutre (100%) et légerement alcalin (97,15%) qu’a un pH acide

(88,15%) et 1égerement acide (88,15%).




Partie 111 : Résultats et discussion

Ces résultats montrent que toutes les souches, a 1’exception de 02 souches : ID13 et ID14, ont

montré une croissance sur le milieu ISP,contenant 07% de NaCl (figure 23).

Figure 22 : Photographies représentant la croissance des souches nommées ID 22, ID 32
et ID 33 sur le milieu ISP, contenant 07% de NaCl.

Toutes les souches ont pu croitre aussi sur le méme milieu contenant 10% de NaCl, a

I’exception de 03 souches (ID 17, ID 24, ID 28) (figure 24).

Figure 23 : Photographies représentant la croissance des souches nommées ID 18, ID 19

et ID 22 sur le milieu ISP, contenant 10% de NaCl.

La grande majorité des souches étudiées ont montré une croissance a une concentration de

12% de NaCl (figure 25) a I'exception des 5 souches.




Partie 111 : Résultats et discussion

Figure 24 : Photographies représentant la croissance des souches nommées ID 05, 1D 24

et ID 25 sur le milieu ISP, contenant 12% de NaCl.

Enfin, a 1’exception des 10 souches qui n’ont pas montré une croissance, toutes les souches

pu se développer sur le milieu ISP, a 15% de NaCl, (figure 26).

Figure 25 : Photographies représentant la croissance des souches nommeées ID 01, ID 02

et ID 34 sur le milieu ISP, contenant 15% de NaCl.

Les souches étudiées, au nombre de 35 ; ont pu croitre sur le milieu ISP, préparé sans NaCl
pour les tests physiologiques de température et de pH ; ce qui permet de les classer comme

des bactéries «halotolérantes».

Selon les données du tableau n°04, on peut classer nos souches dans 04 catégories (figure 27):




Partie I1I : Résultats et discussion

e Celles qui tolérent une concentration en NaCl jusqu’au 07%, représentées par une

seule souche : ID 17 (2%).

e C(elles qui tolerent une concentration en NaCl jusqu’au 10%, représentées par les

souches ID 15, ID16, ID 33 (8%).
e Celles qui tolerent une concentration en NaCl jusqu’ au 12% : ID31, ID 21, ID 07,

ID 06, ID 13 et ID 14 (17%).

e Celles qui se développent jusqu’au 15% : (25 souches) (71%), elles sont désignées

comme des halotolérantes extrémes.

25

W 12%
15%

Figure 26: Répartition des souches actinomycétales selon la tolérance aux différentes

concentrations en NaCl

Nombreux sont les chercheurs qui ont rapporté 1’aptitude des actinomycetes a croire dans

certaines conditions physiologiques.

Chakraborty et al., (2015) ont mentionné que leurs souches isolées a partir des sédiments
marins ont pu croitre a un intervalle de température de 25°C a 42°C, concernant le pH ;
aucune croissance n’a été enregistrée a un pH acide ou neutre car la totalité¢ des souches s’est

montrée alcaline (croissance a pH 8,9 et 10).

®
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Pour les différentes concentrations testées en NaCl ; aucune des souches n’a pu tolérer une

concentration supérieure a 5%.

Dans une autre étude, Mohan Jagan et a/ .,(2013) ont retrouvé que la totalité de leurs souches
d’actinomyceétes marins ont pu croitre a des températures de 10°C, 20°C et 28°C, la majorité a
37°C mais quelques-unes a 42°C.

Ces souches ont montré un développement dans un intervalle de pH allant de 5 a 9.

La totalité a pu toléré une concentration de NaCl de 01% jusqu’ a 7%, quelques-unes ont pu

toléré une concentration de 10% , mais aucune n’a pu croitre a une concentration de 13%.







Conclusion et perspectives

A la lumiére des résultats obtenus, ort penclure que :

Toutes les souches étudiées ont montré au moinsacthgté enzymatique, ce qui
démontre leur importance.

L'urée estle substrat le plus dégradéavec un pourcentage @#% ; suivi par
'amidon avecetla caséineavec66%. Ensuite la_-tyrosine avec60%.

Aucune des souches n’a pu produire la pectinase.

Les souches nommées ID 21 et ID 33 sont les pltiseaq66%) elles sont pu
produire six enzymes différents ; cellulase, ang/lagélatinase , uréase , tyrosinase ,
caséinase pour la souche ID 21 , amylase , gétatingcithinase , uréase , caséinase ,
tyrosinase pour la souche ID 33 .

Les souches ID 06, ID 10, ID 12 ont pu produiree@2ymes différentes.

La souche ID 16 est la moins active vue gu’elleuappoduire une seule enzyme :
(uréase), parmi nei1%).

Toutes les souches ont pu développer a une tempe@30°C (100%), let méme a

la températur@7°C a I'exception de la souche nomm&g5 qu’on a suivi aprés 05

jours d’incubation seuleme(®7 ,14%).

* Aux température20°C et45°C; seules les souches nomniBell et ID 33 nont pas

pu croitre(94 ,28%).

e Tandis que pour la températy4°C seules six souches ; qui sont respectivement :

ID 4,ID 7, 1D 15, ID 23, ID 27, ID 33 n'ont présenté aucune croissa(@2% ,85%).

* Selon la tolérance aux différentes concentratianblaCl, on peut classer nos souches

dans quatre catégories :

Celles qui tolerent une concentration en NaCl yleg 07% présentées par une seule

souche ID 17 (2%).

Celles qui tolerent une concentration en NaCl jleagi0% présentées par les souch@4l5,

ID16, ID 33(8%).
Celles qui tolerent une concentration en NaCl juaqu2% : ID31, ID 21, ID 07,ID 06,
ID 07, ID 13 et ID 14(17%).

Celles qui se développent jusquHafb ; (25 souches)71%).

|



Conclusion et perspectives

En perspectivepour cette étude, il est recommandé d’étudier talyetion d’'une
enzyme potentiellement produit par nos souches teliéase, 'amylase et la caséinase, pour
cela, il faut :

* Optimiser les conditions de culture de la souchkecténnée pour une bonne
production enzymatique.

* Et pourquoi ne pas extraire et purifier 'enzymeaernée.

&
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Résumé

Notre travail s’est intéressé a I'étude tdente cing(35) souches actinomycétales,
nommeéedD 01 jusqu’aulD35, et a porté sur la mise en évidence de leur agtitudroduire
guelquesnzymeset a croitre daneertaines conditions physiologiques de température, de

pH, et a différentes concentrations en NaCl.

Les souches ont été d’abord purifiees sunilieu ISP2, avant d’étre ensemencées sur
des milieux spécifiques pour révéler les différendetivités enzymatiques recherchées. En
fait, ces milieux contenaient damidon, de la cellulose, de la pectine, de la Lytosine, du
lait écreme, de l'urée, de la gélatine, du jaune déuf et du tween 8@t ceci pour détecter la
production dd’amylase, la cellulase, la pectinase, la L-tyrosase, la caséinase, l'uréase,
la gélatinase, la lécithinase et I'estéraseespectivement. Les souches ont été aussi

ensemenceées sur :

* Le milieulSP 2, puis incubées a difféerentes températuxC, 20°C, 30°C, 37°Cet
45°C.

* Le milieulSP2 prépare et ajusté a difféeremid : 3, 5, 7et12 puis incubées a 30°C.

* Le milieu ISP2 préparé a différentesoncentrations enNacCl : 7%, 10%, 12% et

15% puis incubées a 30°C.
Les résultats ont démontré que :

e Toutes les souches étudiées, au nombre de tramgg3d%), ont montré au moins une
activité enzymatique, ce qui démontre leur imparéan

e L'uréase est I'enzyme la plus produite par nos souches (p4s¥ivie pail’amylase
(66%) puisla caséinas€65.71%).

* Aucune des souches n’a pu produire I'enzyraetinase.

* Les souchetD?21 etID33 sont les plus actives, elles ont pu produirg @8 enzymes
parmi neuf (09) enzymes (66.66%)'amylase, la cellulase, la caséinase, la
gélatinase, 'uréase et la L-tyrosinasepour la £®souche etamylase, la caséinase,
la gélatinase, la lécithinase, l'uréase et la L-tgsinase pour la seconde

* La souchelD16 est la moins active vu gu’elle n'a produit qu'useule enzyme,
l'uréase (11.11%).

Les tests physiologiques ont révélé que :



* Toutes les souches ont pu croitre a une tempérdaB8°C, et la majorité ont montré
une bonne croissance dans l'intervalle allar2@¥C a 45°C.

» Toutes les souches ont pu croitrgold= 07, et la majorité ont montré une bonne
croissance a upH alcalin de 12(97.15%).

* Toutes les souches ont pu tolérer une concentratiddaCl de 07 %, et la majorité
ont pu toléreune concentration élevée de 15%ge qui permet de les classer comme

des halotolérantes extrémeé71.42%).

Mots clés :

Actinomycetes, enzymes, conditions physiologiqueempérature, pH, NaCl, amylase,

cellulase , pectinase, milieu ISP2.
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Abstract

The present study was attemped to determinakitigy of thirty five (35) actinomycetes
strains, identified frontD 01 to ID 35 ;to produce some enzymes and to grow under some

physiological conditions.

The strains were first d&P, medium, then inoculated on specific media to detect their
enzymatic activities. The media containstirch, cellulose, pectin, tyrosin, skim milk,
urea, gelatin, egg yolk and tween 8tb detectamylase, cellulase, pectinase, tyrosinase,

caseinase, urease, gelatinase, lecithinas®desteraseproduction respectively.
The were also inoculated on:

* ISP, mediathen inocubated a#°C, 20°C, 30°C and45°C.
* ISP,mediaprepared and adjusted to semHl: 3, 5, 7and12.
* ISP, media prepared witt¥%, 10%, 12% and15% of NaCl.

The results revealed that:

» The strains showd the ability to produce at leastenzyme, which demonstrates their
importance.

* Ureasewas the most produced at least one enzyme (94%#gwed byamylase and
caseinas€66%), thertyrosinase(60%).

* None of the strains was able to prodpeetinase.

* The straindD 21 andID 33 were the most active (66.66%); they produce six (6
enzymes among nine (Ymylase, cellulose, caseinase, lecithinase, urease,
gelatinase and tyrosinaséor the first strainamylase, caseinase, lecithinase,
urease, gelatinase and tyrosinader the second one.

» The strainD 16 was the least active; it produces just one enzymezse(11.11%).
The physiological experiments showed that:

* All the strains were able to grow 2@°C. Most of them were able to grow over a
temperature rang fro@0°C to 45°C.

» All the strains were able to grow ¢utral pH (7). Most of them were able to grow at
analkaline pH (12) (97.15%).



Fitact

» All the strains to tolerate NaCl concentrationg@. Most of them were able to
tolerate NaCl concentrations of up to 15 %; theydasigned as «extreme halo
tolerant» (71.41%).

Key words:

Actinomycete, enzyme, physiological conditions, pHemperature, NaCl

concentrations, amylase, cellulase, pectinase, ISRedia.



|3

2 Ll L 5% 3aa3 ) o 5 1D 35 1) 1D 01 (e 4 ya bcaga 535381 Al e (35) e Uil 5o i 33)

e 5815 5 A gen da o Bl e A ) e Adme dn sl 58 o gyl ad el e 5 Sllay 1Y) s

Caldalal) JBA_\:\MLABZ_)S&ALLHJ(;; Cie 53 ey ISP da s e G CY ol 408
oSS (La cellulose)jstbsad) (L'amidon) sbidll e sdie dawy JS (5 sial ua Gy Y

GEkad) (L'urée) bussdl | (Le lait écrémeé) sl qulal) (L-tyrosine) ¢isxid (La pectine)

Doe Gandlliaa 5 (Tween 8Q 80 s (Le jaune d’oeuf) uawdl Jlda | (La gélatine)

.(La tyrosinase) taisl | (La pectinase)jusisdl (La cellulase)¥siwdl (L'amylase)See)
(La Jiiwwld (La gélatinase) el (L'uréase) Jwussd) (La caseinase)i sl

sl e (L'estérase JawY) g lécithinase)

Phalug) e WS

Ay 9ia da 3 45y °37,°30,°20,°4 %) A 2 (A (el G G 5 ISP, e

433 2305 s An o 8 (el i Cania g 5 12 9 7,5,3¢(pH) Lagas da 3 8 Jus ISP, e
Aysia

8 a Aa 0 & (aall il i s 59615 5 %12, %10, % 7 ((NaCI) glall 5815 Jaxa ISP, o

Agsiada 3 230
GJJ L lale Jiasll Gsuﬂ\ Chiy

Y 3l 3 Apeal peaa gy e 138 5 JBY) e las) 5 Lay 330 Ualis <Y all asen caf o

¥l i Al | (Y04 53 iy Y el Alle a3l w3 e (L'uréase) Sbusd) e
(%60) (La tyrosinase) sl &5 (%66) 4w (La caseinasg sl 5 (L’amylase)

(La pectinase) i) m sl <Y 5all e gl i ol o

9 (pana e iy 3 6 anii] ) Ualii L sV Y e ST WS |D 33 51D 21 gl jall o
Jbusd | (La gélatinaseyisduall  (La cellulas@ ¥ sbd) (L'amylase) D) ( %6666)
(L'amylase) Y | Js¥ A =lauall (La tyrosinase) Jhjesd o (L'uréase)
Jleuad g (L'uréase) Juusd | (La lécithinase) biswlli(Lagélatinase Jhadeal),
AUl A jall 200l (La tyrosinase)



uadla

Do Lo A sl s 3l il LAY < el

Juald & saill e al) dndall sl 5 Ay gia dapa 230500 s A3 (o saill e Y Jall s CiSai e
Aysiada 245 ) 20 0a s all ds 5o

gellug b saill Lo s )nll Ll Gl 5 (7) ddagaad) Jiradowg A saill o Y jall paen S o
(97,15%) (12)

ie 3ol Al il 5 97 @ sl e S i e g siandany (b saill e Yl mes S e
(%7142) (% 15) glall (m (Ao 585 g3 oy A aill

. Z\_Puéd\ Glalsly

LIS Wb Bla) zla 3815 Adages dajn 3o ada s Daglaidhigsd a3 L gisis)
1SP,



NEXE




Annexe

Milieu deupfication

* Milieu ISP2 a 50% (International Streptomyce®roject 2)

Glucose

Extrait de levure
Extrait de malt
Eau distillée
Eau marine

Agar

pH= 7.2

g04
049

10g

Milieux pour tesenzymatiques

+ (Gélose de Gause
KNO;

K,HPO,
Mg®,
NacCl

FeB,
Amidon
Agar

Eau distillée

pH=7.4

Olg
05¢g
05¢
05¢
0.0lg
209
3049

1000 ml
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* Gélose a la cellulose

Cellulose 05¢g

NaNO; 0.1g

K,HPO, 0.1g
Mg®, 0.05¢g
Extrait de levure 0.05¢g

Agar 15¢

Eau distillée 1000 ml

pH=7

* Gélose au lait écrémeé

Peptone 109
NacCl 05¢g
Extrait de levure 039
Agar 20g
Eau distillée 1000 ml

Lait écrémé 100 g dansQLo0 d’eau distillée
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Gélose a la gélatine

Peptone 059

Extrait de baeuf 03g

Gélatine 049

Agar 15g

Eau distillée 1000 ml
pH=7

Milieu de Sierra additionné de tween 80

Peptone 10g
NacCl 05¢g
CaQ,-1H,0 0.1g
Eau distillée 1000 ml
Agar 189
Tween 80 10 ml

pH=7.4
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* Gélose au jaune d’ceuf (a 10%)

Peptone 10g

NacCl 109

Extrait de levure 059

Agar 2049

Jaune d’ceuf 100 ml

Eau distillée 1000 ml
pH=7

* Gélose a la tyrosine

Peptone 059
Extrait de viande 039
L-tyrosine 05¢g
Agar 209
Eau distillée 1000 mi

pH=7
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La gélose MP7

Glucose

Pectine

KH,PO,

Na,HPO,

Extrait de levure

(NH,) 290,

Fex),-7H,0
Mg®,
CaG,
H;BO,
Mn®,
Zn®, -7H,0
Cu$, -5H,0
M®,
Eau distillée

Agar

05g

059

@1

029

0.001g

0.2¢

010g

0.000g

0.0009

0.00007 ¢
0.00005 g

00nd g
1000 ml
159

pH=7.2-7.4



Annexe

Milieu pour testes physico-chimiques
Croissance a différentes températures

* Milieu ISP2 (International Streptomyce®roject 2)

Glucose 049

Extrait de levure 049

Extrait de malt 10g

Eau distillée 1000 ml

Agar 2049
pH=7.2

Croissance a différentes pH

e Milieu ISP2 (International Streptomyce®roject 2) a pH= 03

Glucose 04g

Extrait de levure 049

Extrait de malt 10g

Eau distillée 1000 ml
pH= 03

e Milieu ISP2 (International Streptomyce®roject 2) a pH= 05, pH=07, pH=12
Glucose 04g
Extrait de levure 049

Extrait de malt 10g



Annexe

Eau distillée 1000 m
Agar (={0]

pH= 05 , pH=07, pH=12

Croissance a différentes concentrations de NaCl

* Milieu ISP2 (International Streptomyce®roject 2) a 7% NacCl

Glucose 04g

Extrait de levure 049

Extrait de malt 10g

NacCl 7049

Eau distillée 1000 ml

Agar (={0]
pH=7.2

* Milieu ISP2 (International Streptomyce®roject 2) a 10% NacCl

Glucose 04g
Extrait de levure 049
Extrait de malt 10g
NacCl 100g
Eau distillée 1000 ml
Agar (0]

pH=7.2
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Milieu ISP2 (International Streptomyce®roject 2) a 12% NacCl

Glucose

Extrait de levure
Extrait de malt
NacCl

Eau distillée
Agar

pH=

Milieu ISP2 (In
Glucose
Extrait de levure
Extrait de malt
NaCl
Eau distillée
Agar

pH=

04g
04g
10g
120 g
1000 ml
go

7.2

ternational Streptomyce®roject 2) a 15% NacCl
04g
04g
10g
150 g
1000 ml
7]

7.2



Annexe

Réactifs
La solution de lugol
lodure de potassium 02g
lode métalloidd, Olg
Eau distillée 100 mi

La solution aqueuse de Rouge Congo a 1%
Rouge Congo Olg
Eau distillée 100 ml

La solution de chloride de mercure

HgCl, 15¢g
HCI concentré 20 ml
Eau distillée 100 ml

La solution d’acétate de cuivre a 10 %
Acétate de cuivre 10g
Eau distillée 100 m

La solution du NaCl (1N)
NaCl 56
Eau distillée 1000
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Diversité metabolique et physiologique de quelques
souches d’actinomycetes
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Résumeé
Notre travail s'est intéressé a I'étudetdmte cing(35) souches actinomycétales, nommées01
jusqu’aulD35, et a porté sur la mise en évidence de leur alatitu produire quelqueshzymeset a croitre
danscertaines conditions physiologiquesde température, de pH, et a différentes concimsaen NacCl.
Les résultats ont démontré que :
e Toutes les souches étudiées, au nombre de tramje(8b), ont montré au moins une activité
enzymatique, ce qui démontre leur importance

» L'uréase est I'enzyme la plus produite par nos souches¥®4suivie pal’amylase et la caséinase
(66%) puis la L-tyrosine (60%).

* Aucune des souches n’a pu produire I'enzyme pesgina

* Les souches ID21 et ID33 sont les plus activessaiht pu produire six (06) enzymes parmi neuf (09)
enzymes (66.66%).La souchiel6 est la moins active vu qu’elle n’a produit qu’useule enzyme,
'uréase (11.11%).

Les tests physiologiques ont révélé que :

e Toutes les souches ont pu croitre a une tempérdwiB9°C, et la majorité ont montré une bonne
croissance dans l'intervalle allant 2@°C a 45°C

* Toutes les souches ont pu croitrpHe 07, et la majorité ont montré une bonne croissanae gH
alcalin de 12(97.15%).

» Toutes les souches ont pu tolérer une concentratibdaCl de 07 %, et la majorité ont pu toléreme
concentration élevée de 15%

Mots clés :Actinomycetes, enzymes, conditions physiologiquesmpérature, pH, NaCl, amylase,
cellulase , pectinase, milieu ISP2.
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