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Introduction



Introduction

Les actinomycetes tiennent une tres grande importance dans le domaine de la
biotechnologie. Nombreux chercheurs a travers le monde ont investigué I’aptitude de ces
bactéries a produire plusieurs types de molécules actives. Parmi lesquelles des substances a
visé thérapeutique employées dans la médecine humaine et 1’industrie pharmaceutique dont

les plus connues sont les antibiotiques (Patel et al., 2014 ).

Récemment, des enzymes telles que la L-asparaginase , la glutaminase et I'uricase se
sont montrées efficaces dans le traitement de plusieurs maladies. Elles ont éteé utilisées pour
la thérapie du cancer ( plus particulierement les leucémies aigues lymphoblastiques (LAL) et
le cancer du c6lon) et du I’hyperuricémie ( Ravi Varma et al., 2016).

Ces enzymes ont été produites par différents genres d'actinomyceétes mais Streptomyces s'est

avére la source la plus prodigieuse de ces enzymes (EIl-Naggar et al., 2015).

Dans la méme optique, nous avons cherché a étudier la capacité de quelques souches
d’actinomycétes a produire Ces trois enzymes.
La premiére partie ce travail (revue bibliographique) traite la taxonomie des actinomycetes,
leur écologie ainsi que leur importance.
La seconde partie (matériel et méthode) s’occupe de I’étude ou [I’identification
morphologique de quelques souches ainsi que la mise en évidence de leurs activités
enzymatiques.
Les résultats obtenus sont comparés et discutés dans la troisiéme partie.
Enfin, la derniére partie concernera la conclusion finale et soulignera les perspectives de ce

travail.
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Chapitre 1

Généralité sur les
actinomycetes
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1. Définition
Les actinomycetes appartiennent a 1’ordre des Actinomycétales. Ce sont des bactéries
filamenteuses, septées et ramifieés (Larpent et al., 1989). Le mot Actinomycete a été deérivé
de deux mots grecs : «Aktis» qui veut dire rayon et «<mykes» qui veut dire champignon, donc

le mot complet signifie «Champignons a rayons» ou «Champignons rayonnants» (Lamari,
2006).

Les actinomycetes ont eté considérés comme un groupe intermeédiaire entre bactérie et
champignons. Maintenant, ils sont reconnus comme des organismes procaryotes. Pourtant, ces
microorganismes présentent des similitudes a la fois avec les bactéries et avec les

champignons (Andriambololona, 2010) .

Les actinomyceétes, également connus sous le nom d’Actinobacteria (Perry et al.,
2004 ), sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies circulaires a la

morphologie complexe (Colombié, 2005 ; Eunice et Prosser, 1983 ) .

Ce sont des bactéries a coloration de Gram positive avec une proportion de G+C elevée (63 a
76%) (Colombié, 2005).

Tableau 1 : coefficient de Chargaff (GC %) des différents genres d’ Actinomycétes

Mycobacterium 64-70
Actinomyces 63-73
Nocardia 67-69.4
Streptomyces 69-76
Micromonospora 71.4-72
Actinoplanes 70.6-76

La plupart des especes sont immobiles, hétérotrophes mais certaines sont chimio-autotrophes

(Ensign et al., 1993 ), aérobies, mésophiles et croissent de fagcon optimale dans la gamme de
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pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité (Williams et Wellington, 1982 ;
Goodfellow et Williams, 1983).

IIs ont une croissance lente par rapport aux autres bactéries, le temps de génération moyenne

est environ 2 a 3 heures (Beckers et al., 1982) .
2. Ecologie

Les actinomycetes sont adaptés a divers milieux écologiques (Goodfellow and
Williams 1983). Ce sont des bactéris ubiquitaires: on les trouvent dans le sol (Logman,
2009), méme le sol glaciaire de I’arctique , le sol des déserts chauds et secs de divers
continents, le sols des régions industrielles polluées par du pétrole ou des métaux lourds
(Takahashi et al., 1996 et Harvey, 1999 ), I’eau (Andriambololona, 2010 ), I’air (Gazenko
et al., 1998 ; Reponen et al.,1998 ), les nodules (Cournoyer et Blaha , 2003 ), les compostes
(Xu,1996 ; Lacey, 1997).

Differentes especes Actinomycetales peuvent étre présentes dans le foin et les pailles, les

grains de céréales, les résidus fibreux de cannes a sucre, le pollen des plantes et bien d’autres

substrats (Lacey, 1973; Breuilland et al., 1974; Couch et Bland, 1974 ).

3. Taxonomie et critéres de classification
3.1. Taxonomie des actinomycetes
Les actinomycétes sont classés comme suit (Euzéby, 2011) :
Régne : Prokaryote
Domaine : Bacteria (Eubacteria)
Phylum : Actinobacteria,
Sous- classe : Actinobacteridae
Ordre : Actinomycetales

Actuellement le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le Bergey’s manuel (2012)
renferme cinq classe: Acidimicrobiia, Coriobacteriia, Nitriliruptoria, Actinobacteria et
Thermoleophilia qui sont subdivisées en 19 genres, 50 familles et 221 genres (Goodfellow,
2012).
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3.2. Classification des Actinomycetes

La taxonomie des actinomycetes est basée sur plusieurs criteres : morphologiques, chimiques,

physiologiques et moléculaires.

3.2.1. Critéres morphologiques

Les criteres morphologiques sont énonces dans les "Bergey’s Manual' des années 1989,

1994 et 2010.

Il s’agit de caractéristiques macromorphologiques et des caractéres micromorphologiques

(tableau 2).

Tableau 2 : caractéres macromorphologiques et micromorphologiques recherchés lors de
I’étude des actinomycetes.

- Production ou non d’un mycélium aérien

(MA).
- Présence d’un mycélium du substrat (MS).
- Détermination de la couleur du MA et du

MS ainsi que des pigments diffusibles dans le

milieu de culture.

- Fragmentation ou non du MS.

- Présence de sporanges sur le MA ou sur le MS, la
forme et la taille des sporanges, le nombre de spores
par sporange ainsi que la longueur des
sporangiophores.

- Formation de spores sur le MA et/ou sur le MS,
leur forme, leur taille et leur agencement: isolées,
par deux, par quatre ou en chaines.

- Mode de sporulation: spores portées par des
sporophores ou mycélium aérien se fragmentant de
maniere anarchique en spores.

- Présence de spores mobiles ou non mobiles.

- Ornementation de la surface des spores (lisses,
rugueuses, epineuses ou chevelues).

- Formation de structures particulieres: synnemata,

faux sporanges, etc.
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3.2.2. Criteres chimiotaxonomiques

Ces criteres sont basés sur la détermination de la composition cellulaire en acides

aminés pariétaux, en sucres et en lipides membranaires et pariétaux (Jones et Krieg, 1989).
3.2. 3. Criteres physiologiques

La croissance des actinomycetes est influencée par plusieurs parametres
physiologiques en particulier: 1’oxygene, le pH, la température, la résistance aux certains
agents chimiques. Ces critéres incluent aussi la recherche des enzymes et des différents

métabolites intermédiaires et terminaux.
= J’oxygéne
Selon le type respirstoire on peut diviser les actinomycétes en deux groupes:

- Les bactéries fermentatives anaérobies, qui sont des commensales obligatoire des cavités
naturelles de I’homme (Avril et al., 1992).

- Les bactéries oxydatives aérobies, qui abondantes dans la nature en particulier sur le sol (Avril
etal., 1992).

= LepH

La plupart des actinomycétes se comportent comme des bactéries neutrophiles, et font
une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7-8, mais on peut observer

une croissance a des valeurs de pH inférieurs a 4 (McKinney, 2004).
= Latempérature

La température optimale de croissance est généralement entre 25 a 30 C°, mais les
especes thermophiles peuvent croitre a des températures de 55 a 65 C° (Rangaswami et al.,
2004).

=  L’activité de ’eau

La germination des spores de la pluparts des actinomycétes, peut-étre observée a des
valeurs d’activité d’eaux supérieures ou €gales a 0.67. L’activité d’eau optimale pour la

croissance et le développement des actinomycétes est égale a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005)
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3.2.4. Critéres moléculaires

Les principales analyses moléculaires utilisées dans la taxonomie des actinomycetes
pour la détermination des especes sont le séquengcage de I’ADN ribosomique 1685,

I’hybridation ADN-ADN et la détermination du pourcentage de G+C.

Ces critéres ont permis de tracer toute la phylogénie des actinomycétes (Stackebrandt
et Woese, 1981 ; Stackebrandt, 1997 ; Kampfer, 2010).

4. Morphologie et cycle de développement

4.1. Morphologie

Morphologiquement, on peut rencontrer et en plus des filaments ramifiés, des bacilles

et aussi des coccobacilles comme Rhodococcus et Mycobactérium (Avril et al, 1992).

Ces microorganismes, en effet, présentent des similitudes a la fois avec les eubactéries
et avec les champignons. Mais le diamétre de leurs hyphes est plus petit que celui des
champignons (Kitouni, 2007).

Il existe d’ailleurs aussi une série de formes de transition entre les formes mycéliennes
typiques et les formes unicellulaires présentant une aptitude peu marquée a former un

mycélium ramifié (Dommergues et Mangenot, 1970).

Les actinomyceétes n’ont pas de membrane nucléaire, certaines possédent des

organites flagellaires ressemblant a ceux des bactéries.
4.2. Cycle de développement

Les actinomycetes possédent une structure des procaryotes, mais un cycle biologique
qui ressemble a celui de certains champignons (Larpent et Sanglier, 1989). Il débute par la
germination d’une spore, qui donne naissance a un mycélium primaire formé des hyphes,qui
se ramifient. Le développement du myceélium du 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 ; Smaoui, 2010)
(figure 1).
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4.2.1. Mycélium primaire

Le tube de germination va croitre et donner des hyphes qui se ramifient intensément.
ce mycélium se développe sur et dans le substrat. Il est dénommé mycélium primaire,
myceélium végeétatif ou mycélium de substrat. Eventuellement pigmenté, il forme des parois

transversales isolant les zones les plus agées (Saci, 2012).
4.2.1. Mycélium secondaire

Mycélium aérien ou secondaire, composé d’hyphes, dressés sur le mycélium du
substrat. 1ls sont souvent pigmentés et sont enfermés dans une enveloppe externe hydrophobe.
Une fois développé, le mycélium aérien couvre les colonies de surface en leur donnant un
aspect poudreux, compact, poilu. La production de mycélium aérien est influencée par
plusieurs facteurs, notamment : la composition du milieu de croissance, la température
d’incubation et la présence de composés stimulant spécifiquement le mycélium aérien (Pine,

1970).

18 hours

A

2 days

Nature Reviews | Microbiclogy

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

Les divers types de spores des actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes

principaux selon leur mode de formation de spores soit des exospores ou des endospores.
= Lesendospores

Les endospores sont produits par les Actinomycetes thermophiles et sont semblables,
morphologiquement et chimiquement, a celles des Bacillaceae. Elles contiennent une paroi
externe épaisse et résistante, qui enveloppe le cortex, la membran cytoplasmique, le
cytoplasme, les ribosomes, et le nucleotide. Elles contiennent aussi de 1’acide dipicolinique

(Kitouni, 2007).
= Lesexospores

Les actinomycétes forment généralement des exospores qui peuvent avoir  des
formes trés variables. Elles se développent par septation des extrémités du filament,

habituellement réponse a une privation en éléments nutritifs (Prescott et al., 2007)
= Lesconidies

C'est un terme utilisé pour désigner les spores asexuées, qui sont des chlamidios pores
ou des sporangiospores non intercalaires. Les conidies des actinomycétes peuvent avoir
plusieurs organisations: une seule, en paires, en chaines courtes ou longues (plus de 20 spores

par chaine) (figure 2), ou bien rassemblées dans des synnémata (Holt et al., 1994).
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Figure 2: Organisation des conidies chez quelques genres d’actinomycétes
a: une seule, b: paires ou chaines courtes, c: longues chaines (Larpent et Sanglier, 1989)

3.2.4. Production de structures particuliéres
= Lessporanges

Ce sont des sacs contenant des spores. Ils peuvent étre rencontrés sur le mycélium
aérien bien développé ou sur la surface de colonies dépourvues ou ayant un mycélium aérien
peu développé. lls sont présents chez les Frankia et les Dactylosporangium (Theilleux,
1993).
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Tableu 3 : Formes et disposition de sporanges chez quelques genres d’actinomycétes

(Larpent et Sanglier, 1989)

1: spores |
nombreuses

2: spores en
nombres limités

P la o s Esgr o rar

Dharceffosproramag i e
PRI PO O OS O

= Lessclérotes

Ce sont des structures sphériques compactes de mycélium, formées chez quelques
espéces de Streptomyces, ils ne contiennent pas de spores mais des cellules enfilées avec des
lipides.

= Lessynnémata

Ce sont un ensemble de conidiophores, dressés et consolidés ensemble, pouvant former
des conidies uniquement a leur apex, ou bien a leurs apex et bords latéraux (Hasegawa et al.,
1978 ; Holt et al., 1994).
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Les actinomycetes sont d’excellents producteurs d’enzymes a utilisation industrielle

variée telles que des protéases, des chitinases (Vonothini et al., 2008) , des amylases, des
cellulases, des xylanases et des lipases (Park et al., 2002).
Par exemple les protéases sont utilisées dans la production des détergent et dans le traitement
des rejets industriels (Garicia-Conesa et al., 1999 ; Kumar et al., 2008) , les chitinases
utilisées dans la protection contre les champignons phytopathogénes et dans le traitement des
déchets des crustacés (Gupta et al., 1995 ; Taechowison et al., 2005 ; Carroad et Tom
,1981 ; Revah-Moiseev et Carroad , 1981 ; Keyhant et Roseman , 1999). Les amylases
sont utilisées dans 1’ industrie alimentaire comme conservateur dans la production des
gateaux, les jus des fruits et les sirop a base d’amidon et dans I’élimination des polluants
environnementaux (la bioremédiation). Les cellulases dans 1’ industrie du textile, 1’industrie
des pates et du papier et dans la production des vin (Mobini-Dehkorde et Javan , 2012).
Les xylanases sont utilisées dans la biotransformation des textiles et la fabrication des
aliments pour animaux. Enfin , les lipases sont couramment utilisées en boulangerie, en
biscuiterie, en chocolaterie et dans le traitement des sols contaminés par des hydrocarbures
(Boukaa, 2015) .

Récemment, les actinomycetes se sont révélés producteurs d’enzymes potentiellement
importants a application médicale trés intéressante telles quela L-asparaginase, la

glutaminase et 1’uricase.
1. La L- asparaginase (EC 3.5.1.1)

1.1. Définition et mode d’action

La L-asparaginase microbienne est l'une des plus importantes enzymes d'intérét
industriel et médical, representant environ 40% du total des ventes mondiales d'enzymes
(Elshafei et al., 2012).

La L-asparaginase catalyse I'hydrolyse de la L-asparagine en L-aspartate et
ammoniac. L'hydrolyse est divisée en deux étapes (tableau 4 et figure 3). La premiere étape
consiste a 1’attaque nucléophilique de la thréonine sur le carbonyle amide du substrat pour
génerer un intermédiaire: le béta-acyl-enzyme. Une molécule d'ammoniac est alors libérée.
Dans la deuxiéme étape, 1'cau attaque I’intermédiaire béta-acyl-enzyme pour produire de la L-

aspartate (Sansom and Jaskolski, 1996).

11
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Tableau 4: Données générales sur I'enzyme L- asparaginase.

Code International EC35.1.1

Nom L-asparaginase

Classe Hydrolase

Sysname L-asparagine amidohydrolase
Substrats L-asparagine et I’eau (H20)
Produits finaux L-aspartate et ammoniac (NH3)

Actinomycétes producteurs  Streptomyces griseus
Streptomyces coelicolor

Streptomyces avermitilis

L-Asparaginase L-Asparaginase
huc L-Asparaginase Nuc
MHa Vi l
/\'- p V l"HE‘-. Wuc IdH,
e Y — % {Fs N
COO K = P e —— \ O
\ \ N \ T b1
e, ) COO —A //_ Y
] \ R \\ "
L-asparagine /’ o} ¥ N
¥ Intermédiaire béta-acyl- | { L-asoartate O
EVIH, enzyme Hza 5

Figure 3 : lllustration schématique du mécanisme de réaction de la L-asparaginase
(Hill et al ., 1967)

1.2. Source bactérienne

Les actinomycetes sont une excellente source pour la production de la L-asparaginase
(Dhevendaran et Narayana , 2008) (tableau 4). Plusieurs actinomycetes isolés du sol,
Streptomyces griseus, S. karnatakensis, S. albidoflavus et Nocardia sp ont des capacités a
produire cette enzyme (Janaki, 2017). Des travaux de recherché ont rapporté la production de
cette enzyme a partir de certains genres d’origine marine tels que Streptomyces sp ( isolé de
I'intestin des poissons Therapon jarbua et Villorita cyprinoides), Streptomyces gulbargensis
et Streptomyces noursei MTCC 10469 (Dhevendaran et Anithakumari , 2002 ; Amena et
al, 2010 ; Dharmaraj, 2011).
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1.3. Importance
1.3.1. Dans le domaine médical

L’ enzyme L- asparaginase possede une activité antinéoplasique (Crowther, 1971 ;
Mc Creadie et al ., 1973 ; Wriston et Yellin,1973)
L’utilisation de la L-Asparaginase dans le traitement du cancer a été décrite par de nombreux
chercheurs (Stecher et al ., 1999 ; Borek et Jaskolski , 2001 ; Konecna et al ., 2004 ;
Sanches et al ., 2007 ; Baskar et Renganathan , 2009).
En effet cette enzyme est connue comme un agent chimio thérapeutique principalement chez
les enfants atteints de certains cancers comme la leucémie lymphocytaire aigue (LLA).

1.3.2. Dans le domaine alimentaire

Beaucoup de stratégies ont été identifiés pour réduire les niveaux d'acrylamide , un

agent causal de cancer , dans les aliments . Parmi celles-ci les prétraitements par

I’asparaginase (Anese et al ., 2011).

2. La L-glutaminase (EC 3.5.1.2)

2.1. Définition et mode d’action

L'enzyme L-glutaminase appartient a la classe des enzymes hydrolytiques (tableau
5). Son action est une désamination de l'acide aminé L-glutamine en acide L-glutamique et
ammoniac (Roberts, 1970 ; Nadha et al ., 2003).

2.2. Source bactérienne
La L-glutaminase est produite par plusieurs genres d'actinomycetes et plus

particulierement le genre Streptomyces tels que Streptomyces canaries et S. avermitilis (Reda

et al., 2015 ; Dhevagi , 2016)
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Tableau 5: Données générales sur I'enzyme L-glutaminase

Nom L-Glutaminase

Classe Hydrolase

Sysname L-glutamine amidohydrolase

Réactions catalyzer L-glutamine + H20 = L-glutamate + NH3
Substrats L-glutamine et I’eau (H20)

Produits finaux L-glutamate et ammoniac (NH3)

Actinomycéte producteurs Streptomyces rimosus

2.3. Importance
Cette enzyme trouve une application dans le domaine médical et pharmaceutique ainsi

que le domaine alimentaire.
2.3.1. Dans le domaine pharmaceutique et médical

La L- glutaminase est utilisée comme agent efficace dans le traitement de la leucémie
lymphocytaire aigué et du VIH ( schéma 1) . Elle provoque la mort sélective des cellules
tumorales dépendantes de la glutamine en privant les cellules de L-glutamine (Singh et
Banik, 2013)

L-glutaminase
L-glutamine - acide L-glutamique
H20  NH4+

Croissance tumorale Inhibition de la croissance tumorale

Schéma 1: Mode d’action de la L- glutaminase sur la leucémie lymphocytaire aigue
(LLA).
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2. 3.2. Dans ’industrie alimentaire

La L-glutaminase est considérée comme une enzyme qui controle le godt des aliments
fermentés tels que la sauce de soja en augmentant la teneur en acide glutamique, conférant

ainsi une saveur unique a l'aliment (Nandakumar et al., 2003)

3. L’uricase

3.1. Définition et mode d’action

L'uricase (urate oxydase EC 1.7.3.3) est une enzyme qui participe a la voie de
dégradation des purines, catalysant I'oxydation de I'acide urique en allantoine et en péroxyde

d'’hydrogéne en présence d'oxygene (tableau 6) (Nishiya et al., 2002).

Tableau 6: Données génerales sur 1’uricase

Nom Uricase

Classe Oxydo-réductase

Réaction catalysée urate + O, + H,O = 5-hydroxyisourate + H,0,
Substrats urate, oxygéne (O,), eau (H,0)

Produits finaux 5-hydroxyisourate et pyroxyde d’hydrogéne (H202)
Actinomycéte producteur Streptomyces cyanogenus

3.2. Source bactérienne

Streptomyces albosriseolus , S. graminofaciens, S. exfoluatus, S. albidoflavus produisent |

uricase selon Aly et al. (2013).
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3.3. Importance

L’uricase s’est avérée efficace dans le traitement de I’hyperuricémie et de la goutte
(Boumalaski, 2004).
L'absence d'uricase chez I'nomme cause la goutte, qui signifie une accumulation d'acide
urique dans les articulations provocant une arthropathie inflammatoire (Garay et al., 2012 ).
La pegloticase , une uricase recombinante , est I'enzyme commercialisée et utilisée chez
I'nomme pour abaisser les niveaux d'acide urique en catalysant I'oxydation de l'acide urique
en allantoine, qui est ensuite éliminé par les reins (Saderne , 2013).
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Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

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

Tableau 7: Les codes des souches d’actinomycétes étudiées

O W N Ul & W NP

GAA-SD-GPL
RHA-ST-SOG

GGA-STDC-RAT
GGA-STDC-OP3EXM*2

GGA-SDC-OF
AIA-SDS-TW

GGA-SDS-Déma2
M1*-SD-MAR
SCN-SD-JN
RHA-SD-SM
KA-SDC-OCP
GGA-SD-OCP

SCN-STDC-SM
SGIA-SD-OP1

GAA-SDS-Pb
M1*-SD-OF
AIA-SDC-OP
RHA-SD-NR
AIlA-SDS-Bicycletta
SGIA-SDS -OP3
RHA-SD-OF
GGA-SDS-0C
GAA-SDS-OP
GAA-SD-OF
RHA-ST-OF
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2. Méthodes

2.1. Identification des souches

Elle

est basée sur 1’étude des caractéres macromorphologiques et

micromorphologiques:

2.1.1. Caractéristiques macromorphologiques

11 s’agit de déceler:

La présence ou I’absence du mycélium aérien et sa couleur.
La couleur du mycélium du substrat.
La production et la couleur de pigments diffusibles.

La production de pigments mélanoides.

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

modifiée et la gélose Bennett's-glycerol.

Quant a la production des pigments mélanoides, elle a été observée sur les deux
milieux : ISP6 et ISP7.

Les milieux ont été coulés dans des boites de Pétri puis ensemencés par des stries de la

souche a tester et incubé a 30°C. Les observations ont été réalisées aprés le 3éme, 5éme,

7éme, 10éme, 12éme, 15éme et 20éme jours d’incubation (Shirling et Gottlieb, 1966 ;
Goodwich, 2005).

2.1.2. Caractéristiques micromorphologiques

2.1.2.1. Examen microscopique apreés coloration de Gram

Il a été effectué selon la méthode classique; dont les étapes sont les suivantes:

Coloration par le violet de Gentiane (1 minute) puis ringage a I'eau.
Mordangage avecle lugol (1minute) suivi d’un ringage a l'eau.
Décoloration a I'alcool-acétone puis ringage abondant avec de I'eau.
Recoloration a la fuchsine (30 secondes).

Lavage doucement a l'eau.

Séchage avec du papier absorbant.
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e Observation a immersion (a I’objectif x100).

2.2. Mise en évidence des activités enzymatiques
2.2.1. Recherche de la L-asparaginase

Le test a été realisé sur la gélose M9 modifiée (Annexe). Le milieu est coulé dans des
boites de Pétri puis ensemence par des stries de la souche a tester et incubé a 30°C.
L’examination s’est faite aprés 03 jours et s’est poursuivie jusqu’au 10°™ jour d’incubation.
La dégradation de la L-asparagine se manifeste par une coloration rose autour des colonies
(Ravi Varma et al., 2016).

2.2.2. Recherche de la glutaminase

La recherche de la glutaminase a été testée sur la gélose MGA (Annexe) selon la
méthode de Reda, 2015.

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 aprés 03 jours et s’est poursuivie jusqu’au 10°™
jour d’incubation. La dégradation de la I-glutaminase se manifeste par une coloration rose

autour des colonies.
2.2.3. Recherche de I'uricase

L’uricase a été recherchée sur une gélose contenant de I'acide urique selon la méthode
d'EIl-Naggar, 2015.

L’ensemencement s’est fait par des stries de la souche a tester et I’incubation a été effectuée a
30°C. Aprés 3 jours, ’apparition d’une auréole claire autour des colonies indique la

dégradation de I'acide urique.
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1. Identification des souches

1.1. Les caractéristiques macromorphologiques

Apres ensemencement sur les milieux gélosés (ISP2, ISP5, ISP6, ISP7, Bennett’s
glyceérol et 172F modifiée), les colonies des souches actinomycétales sont apparues au bout de

trois jours d’incubation a 30°C. Ceci signifie que la croissance des souches a été rapide.

1.1.1. 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 une autre :

La souche 1

Les colonies sont plates, de 1 a 3 mm de diamétre, irréguliéres, mates, d’un aspect translucide
sur les milieux 172F, ISP2, ISP5, ISP7 et opaque sure le milieu ISP6 (figure 4).
Sur le milieu BGA, les colonies sont semi-bombées avec un contour irrégulier, une surface

lisse, brillante, et sont d’aspect gélatineux (muqueux) (figure 4).
La souche 2

Les colonies sont bombées, mate, de 1 a 2 mm de diametre, d’un conteur irrégulier, d’une

surface granulée et d’un aspect opaque sur les milieux ISP2 et BGA.

Sur les milieux ISP5, ISP7et 172F, les colonies sont semi- bombées, de 3mm de diamétre

d’un aspect opaque, d’une consistance crémeuse et d’une surface lisse et brillante (figure 4).

Sur le milieu ISP6, les colonies sont plates, rondes, mates et grandes : de 5 mm a 10 mm de
diameétre avec un contour régulier. Un mycélium aérien se développe a I’intérieur des colonies

sous forme d’un anneau de couleur blanche (figure 4).
La souche 3

Les colonies sont plates, mates, d’une surface granuleuse, d’un contour irrégulier, de 1 a 3
mm de diamétre, avec un aspect translucide sur les milieux ISP2 et ISP7 et opaque sur les
milieux 172F, ISP5 et ISP6.

Sur le milieu BGA les colonies sont semi-bombées et d’une consistance crémeuse.
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La souche 4

Les colonies sont semi- bombées, de 1 a 2 mm de diamétre. Elles sont rondes, d’un contour
irrégulier, d’un aspect translucide et d’une consistance crémeuses sur les milieux ISP2 et
ISP6.

Sur les milieux 172F et ISP7 ; les colonies ont un contour irrégulier, une surface lisse, une
consistance crémeuse et un aspect opaque

Sur les milieux ISP5 et BGA, les colonies sont plates, mates avec un aspect translucide
(figure 4).

La souche 5

Les colonies sont plates, de 1 & 2 mm de diamétre. D’un conteur irrégulier, d’une surface
granulée, mates avec un aspect translucide sur les milieux BGA, ISP7, ISP5, ISP6 et 172F.

Sur le milieu ISP2, les colonies sont crémeuses.

La souche 6

Les colonies sont plates, d’un diamétre de 1 a 2 mm, et d’un contour irrégulier. Elles sont
mate avec une surface rugueuse sur les milieux BGA, 172F, ISP2 et ISP7.

Les colonies sont envahissantes sur les milieux ISP6 et ISP5.
La souche 7

Les colonies sont plates, mates, de contour irrégulier, de 1 & 2 mm de diamétre, une surface
granulée, et un aspect translucide sur les milieux ISP6, ISP5, ISP2 et ISP7. Les colonies ont
un aspect opaque sur le milieu 172F.

Sur le milieu BGA, les colonies sont de 2 a 3 mm de diamétre, semi-bombées, lisses et

brillantes, avec un aspect translucide et une consistance crémeuse.
La souche 8

Les colonies sont plates, mates, de 1 a 2 mm de diamétre, d’une surface plate, opaque sur tous

les milieux.
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La souche 9

Les colonies sont plates, mates, de contour irrégulier, grandes de 3 a 5 mm de diamétre, avec
une surface granulée, un aspect translucide sur les milieux BGA, I1SP6 et 172F (figure 4).
Sur le milieu ISP2, ISP5, ISP7, les colonies sont plates, de 2 a 3 mm de diamétre, d’une

surface lisse et brillante et d’une consistance crémeuse.
La souche 10

Les colonies sont semi-bombées, ayant un contour irrégulier, une surface lisse, brillante, et un
diamétre de 1 a 3 mm, d’une consistance crémeuse et d’un aspect opaque sur tous les

milieux (figure 4).
La souche 11

Les colonies sont plates, mates, d’un diamétre de 1 a 2 mm, et d’un contour irrégulier. Elles
ont une surface rugueuse et une consistance séche et un aspect translucide sur les milieux
ISP2, ISP5, ISP6, ISP7 et BGA.

Sur le milieu 172F, les colonies sont semi-bombées.

La souche 12

Les colonies sont bombées, de 1 a 2 mm de diametre, d’un contour irrégulier et d’une surface
lisse, brillante et crémeuse, sur les milieux ISP2, ISP5, 172F, BGA (figure 4)
Sur les milieux ISP6 et ISP7, les colonies sont circulaires, semi-bombées, d’aspect
translucide, avec une consistance séche.

La souche 13
Les colonies sont plates, de 1 a 2 mm, de diameétre d’un contour irrégulier et d’une surface
lisse et crémeuse sur le milieu ISP2, mates sur le milieu BGA.
Sur les milieux ISP5 et ISP7, les colonies sont mates, semi-bombées, d’aspect opaque.
Sur le milieu 172F, les colonies sont rondes, d’un contour régulier, une surface plate et un
aspect translucide (figure 4).

Sur le milieu ISP6 les colonies sont plates, mates, granulée et d’un contour irrégulier.
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La souche 14

Les colonies sont semi-bombées, de 1 a 3 mm de diamétre, d’un contour irrégulier, d’une
surface granuleuse et d’une consistance crémeuse. Elles sont opaques sur les milieux BGA,
ISP2, ISP6 et ISP7.

Sur le milieu 172F les colonies sont bombées, de 1 a 2 mm de diameétre, d’une surface lisse,

brillante et une consistance crémeuse.

Sur le milieu ISP5, les colonies sont plates, mates, granulées, dun contour irrégulier et un

aspect opaque.
La souche 15

Les colonies sont plates, mates, d’un diamétre de 1 a 2 mm, d’un contour irrégulier. Elles ont
une surface lisse, granuleuse, et un aspect opaque sur les milieux BGA, 172F, ISP2, ISP5 et
ISP7.

Sur le milieu ISP6, les colonies ont une consistance crémeuse et un aspect translucide.
La souche 16

Sur les milieux BGA et 172F les colonies sont, mates, semi-hombées, de 1a 2 mm de

diameétre, d’une surface lisse, granuleuse et un aspect translucide.

Les colonies sont lisses, semi-bombeées, de 1 @ 2 mm de diamétre, d’un contour irrégulier une

consistance crémeuse et un aspect translucide sur le milieu ISP2.

Sur le milieu ISP5, les colonies sont plates, mates, d’une surface granuleuse, avec un contour

irrégulier et un aspect translucide.

Sur les milieux ISP6 et ISP7, les colonies sont mates, a une surface granuleuse, de 1 a 3mm

de diametre, d’un contour irrégulier et d’un aspect opaque.
La souche 17

Les colonies sont plates, translucides, de contour irrégulier, de 1 a 2 mm de diametre, et
d’une surface granuleuse, d’un aspect translucide sur le milieu BGA, et opaque sur les
milieux 172F, ISP2, ISP6 et ISP7 (figure 4).

Sur le milieu ISP5 les colonies sont rondes, circulaires, de 1 mm de diamétre, avec une

surface bombée, un contour régulier et un aspect opaque.
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La souche 18

Les colonies sont mates, semi-bombées, de 1 a 2 mm de diametre, d’un contour irrégulier et

un aspect translucide sur les milieux ISP6 et 172F.
Sur les milieux ISP5 et ISP7, les colonies sont plates, et mates (figure 4).
Les colonies sont envahissantes sur le milieu BGA.

La souche 19

Les colonies sont lisses, brillantes, semi-bombées, de 1 a 2 mm de diamétre, de contour

irrégulier, d’un aspect translucide sur les milieux ISP7 et BGA.

Sur le milieu 172F, les colonies ont un contour irrégulier, et un diamétre de 3 a 5 mm, et une

consistance seche

Sur les milieux ISP2, ISP6, ISP5, les colonies sont plates, de contour irrégulier et d’une

surface granuleuse.
La souche 20

Les colonies sont plates, mates, de 1 a2 mm de diametre, un contour irrégulier, une

surface granuleuse, et un aspect opaque sur les milieux ISP2, ISP5, ISP6, ISP7 et 172F.
Sur le milieu BGA, les colonies sont translucides.
La souche 21

Les colonies sont plates, de 1 a 2 mm, de diamétre d’un contour irrégulier, une surface
granuleuse, une consistance seche et un aspect opaque sur les milieux BGA, ISP2, ISP5, ISP6
et ISP7.

Sur les milieux 172F, les colonies sont circulaires, semi-bombées, de 1 & 3 mm de diamétre,

d’aspect translucide et d’une consistance crémeuse.

La souche 22

Les colonies sont plates, mates de 1 a 2 mm d’un contour irrégulier, une surface lisse, et un

aspect translucide.
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Sur le milieu ISP5, les colonies sont grandes de taille : de 3 a 5 mm de diamétre.
La souche 23

Les colonies sont bombées, d’une surface lisse, brillantes, avec une consistance crémeuse et

un aspect translucide sur les milieux BGA, 172F, ISP2.

Sur les milieux ISP5, ISP6 et ISP7, Les colonies sont plates, mates, d’une surface granuleuse

et d’un aspect translucide.
La souche 24

Les colonies sont semi-bombées, de 2 a 3 mm de diamétre, d’un contour irrégulier et un

aspect translucide sur les milieux BGA et 172F.

Sur les milieux ISP2, ISP5, ISP6 et ISP7, Les colonies sont plates et mates, de 1 a 2 mm de

diametre.
La souche 25

Les colonies sont plates, mates, de 1 a 2 mm de diamétre, irréguliére, d’une consistance
crémeuse et un aspect translucide sur les milieux ISP7 BGA et opaque sur les milieux I1SP2,
ISP5, ISP6 et 172F (figure 4).

La couleur des colonies de toutes les souches selon le code RAL est mentionnée dans le
Tableau 8.

Production de pigments diffusibles

La production des pigments diffusibles a été remarquée chez 07 souches : S1 et S6
sur le milieu BGA, S7 sur les milieux 172F et ISP5, S9 sur les milieux BGA et ISP5, S11 sur
le milieu 172, S14 sur le milieu 172F et BGA et la souche S20 sur le milieu ISP5 (figure 4).

Production des pigments mélanoides
La production des pigments mélanoides caractérisait 02 souches S1 sur le milieu ISP7
et S14 et sur les milieux ISP6 et ISP7 (figure 4).

La couleur de ces pigments est mentionnée dans le Tableau 8
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S21 Les souches

mélanoides) selon le code RAL ; 2016 (suite).
S23 S22

S24

Tableau 8: couleur des souches actinomycétales étudiées et leurs pigments (diffusibles et
S25

Bennett's- 172F Modifiée ISP2 ISP5 ISP6 ISP7
MA MS ([P M MS PD M | MS P | MA  MS P M | MS P M MS
D A A D D A M A

/ Ivoire | / / Ivoire | / / Ivoire / / Jaune / / Beige / / Ivoire
claire Claire claire narcisse brun claire

/ Blanc | / / Blanc | / / Blanc / / Blanc / / Blanc / / Blanc
perlé perlé perlé perlé perlé perlé

/ Ivoire | / / Ivoire | / / Blanc / / Blanc / / Blanc / / Beige
Claire Claire perlé perlé perlé

/ Blanc | / / Blanc | / / Ivoire / / Ivoire / / Ivoire / / Beige
perlé perlé claire claire claire

/ Blanc / / Blanc | / / Blanc / / Ivoire / / Ivoire / / Blanc
perlé perlé perlé claire Claire perlé

Zz 0
MA : Mycélium Aérien, MS : Myceélium de Substrat, PD : Pigments Diffusibles, PM :

Pigments Mélanoides, / : Absence
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S10 S17

Figure 4: Photographie présentant la culture de quelque souche sur différents milieux
d’identification.
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S13 S2

S25 S4

Figure 4 : Photographie présentant la culture de quelque souche sur différents milieux

d’identification (Suite)
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2. Les caractéristiques micromorphologiques
La description micromorphologique des différentes souches actinomycetales apres

coloration de Gram est mentionnée dans le tableau ci-dessous (tableau 12)

Tableau 9: description micromorphologique des 25 souches d’actinomycétales aprés

coloration de Gram

Des coccobacilles qui se regroupent
en amas et en chainettes avec
présence des petits filaments Gram positif bl
S1, S4, S11, S17 fins, non- septes, non- ramifies qui
se fragmentent en éléments
coccobacillaires

Un mycélium trop long, Gram positif
S2 arborescent, fragmenté, et trés b2
ramifie.
S3, S8, S10, S 14, Des coccobacilles regroupés en Gram positif b3
S$18,5S20,S21,S amas et en chainettes ; avec
25 absence de filament.

Mycélium constitué de filaments Gram positif b4
plus ou moins fins non- ramifiés

S5, S7, S12, S22 qui se fragmentent en éléments

sous forme de coques et de bacilles.

Des coccobacilles qui se regroupent | Gram positif b5
en chainettes, présence des
S6,S24 filaments courts plus ou moins
épais et non- ramifiés.

Un mycélium long, bien développé, | Gram positif b6
courbé en forme de zigzag, qui se
S9, S13 fragmente en éléments sous forme
de bacilles et coccobacilles.

Des coccobacilles en amas et en Gram positif b7
chainettes, présence de corps
S15, S23 particuliers et absence de filament.

Des coques sous forme de grappes | Gram positif b8
de raisin et en chainettes, présence
S16 de filament fins et incurves.

Des coccobacilles en amas et en Gram positif b9
chainettes ; avec présence de
S19 filaments fins; incurvés et non-
septes.
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b2:S2 b 4:S5 b3:S8

b 8: S16 b9:S519 b5:524

Figure 5: Aspect microscopique des souches S2, S5, S8, S11, S13, S15, S16, S19 et S24
apres coloration de Gram (x100).
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Les caractéres morphologiques (macroscopiques et microscopiques) laissent assigner

les souches étudiées a la famille des Nocardiaceae.

Remarque

Il est trés important de noter que cette assignation des souches actinomycétales est
une suggestion et que I’étude physiologique et chimiotaxonomique et moléculaire sont
inévitables pour arriver a identifier avec précision le genre et 1’espéce d’une souche

actinomycetale.
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3. Mise en évidence des activités enzymatiques

Les résultats des activités enzymatiques des 25 souches étudiées sont illustrés dans le

tableau ci- dessous (tableau 10).

Tableau 10 : Résultats des activités enzymatiques des 25 souches étudiées

Substrat dégradé

Souches Total des enzymes b, contage

L’acide urique L’asparagine La glutamine | ;o0 s (%)

'S1

+ + + 3 100
S2 + + + 3 100
S3 + + + 3 100
S4 + + + 3 100
S5 + + + 3 100
S6 + + + 3 100
S7 + + + 3 100
S8 + + +* 3 100
S9 + + +* 3 100
S10 + + + 3 100
S11 + + + 3 100
S12 + + + 3 100
S13 + +* + 3 100
S14 + + 3 100
S15 + + + 3 100
S16 - S + 2 67
S17 + + + 3 100
S18 + + + 3 100
S19 + + + 3 100
S20 + + + 3 100
S21 + + + 3 100
S22 + i + 3 100
S23 - + + 2 67
S24 + + 3 100
S25 + + + 3 100
Pourcentage% 92 100 100

(*) : La lecture du résultat s’est faite uniquement apres le 7¢éme jours.
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Ce tableau indique que toutes les souches étudiées ont montré au moins deux activités

enzymatiques parmi les trois 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 ¢levée (Vonothini
et al., 2008 ; Park et al., 2002).

Ce résultat, justifie aussi Dl’intérét que portent les chercheurs a ce type de
microorganismes, un intérét qui n’a cess¢ de s’accroitre au cours de ces dernicres 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).

2.1. Répartition des activités selon la nature du substrat dégradé
1.1 Dégradation de ’asparagine

D’aprés le tableau, on remarque que toutes les souches d’actinomycetes étudiées ont

pu dégrader 1’asparagine

Cette activité enzymatique se traduit par la présence d’une coloration rose autour de la
colonie ce changement et le résultat de 1’augmentation de pH de milieu M9 a cause de la

libération des ions d’ammoniac (figure 6).
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S7 S8 S11

S17 S21 S22

Figure 6 : Photographies présentant le résultat positif de 1’activité de la L-asparaginase de
quelques souches actinomyceétales étudiées sur le milieu M9.
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1.2. Dégradation de la glutamine
Le tableau mentionne aussi que toutes les souches d’actinomycétes étudiées ont pu

dégrader la glutamine.

L’activité glutaminasique se traduit par la présence d’une coloration rose autour de la
colonie ce changement et le résultat de 1’augmentation de pH de milieu MGA a cause de la

libération des ions d’ammoniac (figure 7).

Témoin S3 S4

=X $1.8194k -
i

S9 S15 S18

S19 S20 S22

Figure 7 : Photographies présentant le résultat positif de 1’activité de la L- glutaminase de
quelques souches actinomycetales étudiées sur le milieu MGA.
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1.3. Dégradation de I’acide urique

D’aprés le tableau 10, on remarque que la quasi totalité des souches d’actinomycétes
étudiées capables de dégrader I’acide urique a I’exception de trois souches S16 et S23.

L’activité uricasique se traduit par la présence d’une zone d’hydrolyse claire autour de la

colonie aprés 3 jours d’incubation (figure 8).

Témoin S3 S4

S5 S10 S19

S21 S23 S24

Figure 8 : Photographies présentant le résultat positif de I’activité uricasique de quelques

souches actinomycetales étudiées sur le milieu contenant de I’acide urique.
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La production de ces trois enzymes est une propriété trés courante chez le genre
Streptomyces sp qui appartient a la famille des Streptomycetaceae. En fait la L-asparaginase a
été isolée a partir de Streptomyces gulbargensis , Streptomyces noursei , Streptomyces
acrimycini , Streptomyces griseus , Streptomyces fradiae (Amena et al., 2010 ; Dharmaraj,
2011 ; Selvam and Vishnupriya , 2013 ; EI-Naggar et al., 2016 )

La glutaminase a partir de Streptomyces avermitilis , Streptomyces griseus |,
Streptomyces olivaceus , Streptomyces canarius (Abdallah et al., 2013 ; Suresh kumar et al.,
2013 ; ElI-Naggar et al., 2015 ; Reda et al., 2015).

Finalement, l'uricase a partir de Streptomyces exfoliates et Streptomyces rochei (Aly et al.,
2013 ; El-Naggar, 2015).

Rares sont les études qui ont rapporté la production de ces enzymes a partir d'autres

genres (Kai et al., 2008 ; Khucharoenphaisan et Sinma , 2011 ; Meena et al., 2015).

Toutes les souches étudiées, au nombre de 25; ont pu produire la L- asparaginase
(100%) et la L-glutaminase (100%). Seules les deux souches (S16 et S23) n’ont pas pu
produire ’uricase (figures 9 et 10).

120

100

80
60
m%

40

20

(e}

L-asparaginase L-glutaminase Uricase eNZyINes

Figure 9 : Pourcentage des enzymes produites par les souches actinomycétales étudiées.
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120%

poucentage %

100% -

80% -

m |-asparaginase
60% - .
m glutaminase

I uricase
40% -

20% -

Souches
actinomyce

0% -

Figure 10 : Résultats des activités enzymatiques de 25 souches actinomycétales étudiées.

Nos résultats sont en accord avec ceux présentés par Ravi Varma et al. (2016) pour
I’étude de la L-asparaginase de 45 souches d’actinomycétes isolées a partir du sol marin ou ils

ont montré que tout leurs isolats possédent une activité asparaginolytique.

Mais ils sont loin de ceux rapportés par Sudhir et al. (2012) pour 1’étude de cette activité
chez 90 souches d’actinomyceétes isolées a partir du sol ou seulement 35 % (11 souches) de

leurs isolats ont montré une activité positive.

Quant a la production de la glutaminase, nos résultats se different de la plupart des
travaux réalisés par divers chercheurs. En fait, Mohamed Hemida et al. (2013) qui ont isolés
201 souches actinomycétales a partir des sols rhizosphériques de trois plantes Triticum
vulgaris, Zea mays et Vicia faba a Assiout en Egypte, ont mentionné que 79.52 % de leurs

isolats (167 souches) possédaient I'enzyme glutaminase.

Dhevagi et al. (2016) qui ont isolés 94 souches actinomycétales a partir de sédiments marins
de 06 plages de la région Thoothukudi en Inde, ont mentionné que 41 % seulement de leurs

isolats possédaient I'enzyme glutaminase.

Ahmed Abdallah et al. (2012) qui ont isolé 102 souches a partir de différents sols en Egypte

ont trouvé que 6 souches seulement de leurs isolats ont montré une activité positive.
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Concernant l'uricase, nos résultats se different des travaux trouves dans la
bibliographie par divers chercheurs ou moins de 50 % de leurs souches actinomycétales
isolées ont montré une activité positive. C'est I'exemple d'El-Naggar NE (2015) qui a isolé
130 souches actinomycétales a partir des sols, en Alexandrie en Egypte, et qui a mentionné
que 42 % de leurs isolats possédaient I'enzyme uricase, et d'Aly et al. (2013) qui ont étudié la
production de cette enzyme chez 49 souches d'actinomyceétes isolées a partir de plusieurs
échantillons (eaux usées, sols, eau marine... etc) a Jaddah en Arabie Saoudite et qui ont

mentionné que seulement 20 % de leurs souches ont prouvé leur capacité a dégrader l'acide

urique.

Il est intéressant de noter que nos résultats sont captivants et méritent d’étre poursuivis.

a1



Conclusion



Conclusion et perspectives

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

o Les vingt-cing (25) souches étudiées appartiennent a la famille des Nocardiaceae.

. Toutes les souches etudiées ont montré au moins deux activités enzymatiques, ce qui

démontre leur importance.

o La L-asparaginase et la glutaminase sont les enzymes, les plus produite par nos
souches (100%) ; suivie par I’uricase (92%).
o Les souches S 16 et S 23 sont les moins actives vu qu’elles ont produit 02 enzymes

seulement: La L-asparaginase et la L- glutaminase.

En perspectives pour cette étude, il est recommandé :
v' D’identifier avec exactitude les souches, jusqu’au niveau du genre et 1’espéce par des
caractéristiques physiologiques, chimiotaxonomiques et moléculaires plus approfondies.
v' D’étudier la production d’une enzyme potentiellement produite par nos souches et
pour cela il faut :
e Optimiser les conditions de culture de la souche sélectionnée pour une  bonne
production enzymatique.

¢ Et pourquoi ne pas extraire et purifier I’enzyme concernée.
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Milieux d’identification

e Milieu ISP2 (International Streptomyces Project 2)

Glucose 49
Extrait de levure 49
Extrait de malt 109
Eau distillée 1000 ml
Agar 209

pH 7,2

e Milieu ISP5(International Streptomyces Project 5)

Glycérol 109

K2HPO4 1g

L-Asparagine 1g

Solution saline standard 1ml

Agar 209

Eau distillée 1000 ml
pH 7.4

Solution saline standard

FeSO4- 7TH20 0.1¢g
MnCz12-4H20 0.1¢g
ZnS04-7TH20 01g
Eau distillée 100 ml

e Milieu ISP6 (International Streptomyces Project 6)

Peptone 209
Citrate ferrique d’ammonium 059
K2HPO4 1g
Thiosulfate de sodium 0.08¢
Extrait de levure 19

Agar 209

Eau distillée 1000 mL

pH 7
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e Milieu ISP7 (International Streptomyces Project 7)

Glycérol
L-tyrosine
L-asparagine
K2HPOa4
Na Cl
FeSO4-7H20
Solution saline standard
Agar
Eau distillée
pH 7,2-7,4

e Gélose 172F modifiée

Glucose
Extrait de levure
Amidon
Casitone
MgS04-7H20
CaS0:z-2H20
Eau distillée
Agar
pH 7-7.2

159

059

1g

059

059

0.01g
1ml
209
1000 mL

109

54

109

5¢

259

29
1000 ml
159

¢ Milieu Bennett's-Glycerol

Glycérol
Casitone
Extrait de levure
Extrait de beeuf
Eau distillée
Agar
pH 7

109

29

lg

lg
1000 mi
209
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Milieux pour tests enzymatiques

e Milieu M9
Na2HPOa4
KH2PO4
MgSOa4
KCI
Glucose
L- asparagine
Rouge de phénol
Eau distillé

Agare
Ph=6,8
e Milieu MGA

KCI
MgS04-7H20
KH2PO4
FeSOs-7H20
ZnS04-7H20
Glutamine
Rouge de phénol
Eau distillé
Agar

Ph=7

69

39

29

0,19

39

10g

0,009% (0,09g)
1000ml

209

0,59

0,59

19

0,19

19
59
0,012% ( 0,12)
1000ml

20g
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e Uricase
Acide urique 5¢
Glycérol 30g
NacCl 5¢
K:HPO. 19
MgSOs-7Hz0 0,29
CaCl: 0,19
Eau distillé 1000ml
Agar 20g

Ph=7

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

ou d’une solution d’HCL.

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

e Violet de Gentiane
Violet de Gentiane 19
Ethanol 10ml
Phenol 29
Eau distillée 100 ml

e La solution de lugol
iodure de potassium 29
lode métalloide 12 19
Eau distillée 100ml

e La solution de fuchsine
Fuchsine basique 109
Phénol 509
Ethanol 100 ml

Eau distillé 1000 ml
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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 séeurité Jaune or
RAL 1005 RAL 1006 RAL 1007 RAL 1011 RAL 1012
Jaune miel Jaune mais 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 genét
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 RAT 2004

Orangé jaune Orangé rouge Orangé sang Orangé pastel Orangé pur
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RAL 2005 RAL 2007 RAL 2008 RAL 2009 RATL 2010
Orangé brillant Orangé clair Orangé rouge clair Orangé trafic Orangé de sécurité
RAL 2011 RAT 2012 RAL 2013
Oranggé foncé Orangé saumon Orangé nacré

Les teintes de rouge

RAL 3000 RAL 3001 RAL 3002 RAL 3003 RAL 3004
Rouge feu Rouge de sécurité Rouge carmin Rouge rubis Rouge pourpre
RAL 3005 RAL 3007 RAL 3009 RAL 3011 RAL 3012
Rouge vin Rouge noir Rouge oxyde Rouge brun Rouge beige
RAL 3013 RAL 3014 RAL 3015 RAL 3016 RAL 3017
Rouge tomate Vieux rose Rose clair Rouge corail Rosé
RAL 3018 RAL 3020 RAL 3022 RAL 3024 RAL 3026
Rouge fraise Rouge trafic Rouge saumon Rouge brillant Clair brillant
RAL 3027 RAL 3028 RAL 3031 RAL 3032 RAL 3033

Romge framhoise Ronge pur Ronge orienral Ronge mbis nacré Rose nacré
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Les teintes de rose violet

RAL 4001 RAL 4002 RAL 4003 RAL 4004 RAL 4005
Lilas rouge Violet rouge Violet bruyere Violet bordeaux Lilas bleu
RAL 4006 RAL 4007 RAL 4008 RAL 4009 RAL 4010
Pourpre trafic Violet pourpre Violet de sécurité Violet pastel Télé magenta
RAL 4011 RAT 4012
Violet nacré Miire nacré

Les teintes de bleu

RAL 5000 RAL 5001 RAL 5002 RAL 5003 RAL 5004
Bleu violet Bleu vert Bleu outremer Bleu saphir Bleu noir
RAL 5005 RAL 5007 RAL 5008 RAL 5009 RAL 5010

Bleu de sécurité Bleu brillant Bleu gris Bleu azur Bleu gentiane
RAL 5011 RAL 5012 RAL 5013 RAL 5014 RAL 5015
Bleu acier Bleu clair Blen cobalt Bleu pigeon Bleu ciel
RAL 5018 RAL 5019 RAL 5020 RAL 5021 RAL 5022

Bleu turquoise Bleu capri Bleu océan Bleu d'eau Bleu nocturne
RAL 5023 RAL 5024 RAL 5025 RAL 5026

Bleu distant Bleu pastel Gentiane nacré Bleu nuit nacré
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Les teintes de vert

RAL 6000 RAL 6001 RAL 6002 RAL 6003 RAL 6004
Vert platine Vert émeraude Vert feuillage Vert olive Vert bleu
RAL 6005 RAL 6006 RAL 6007 RAL 6008 RAL 6009
Vert mousse Olive gris Vert bouteille Vert brun Vert sapin
RAL 6010 RAL 6011 RAL 6012 RAL 6013 RAL 6014
Vert herbe Vert réséda Vert noir Vert jone Olive jaune
RAL 6015 RAL 6016 RAL 6017 RAL 6018 RAL 6019
Olive noir Vert turquoise Vert mai Vert jaune Vert blane
RAL 6020 RAL 6021 RAL 6022 RAL 6024 RAL 6025
Ozxyde chromique Vert pale Olive brun Vert trafie Vert fougere
RAL 6026 RAL 6027 RAL 6028 RAL 6029 RAL 6032
Vert opale Vert clair Vert pin Vert menthe Vert de sécurité
RAL 6033 RAL 6034 RAL 6035 RAL 6036 RAL 6037
Turquoise menthe Turquoise pastel Vert nacré Vert opal nacré Vert pur
RAL 6038

Vert brillant

Les teintes de gris
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RAL 7000 RAL 7001 RAL 7002 RATL 7003 RAL 7004
Gris petit-gris Gris argent Gris olive Gris mousse Gris de séeurité
RAL 7005 RAL 7006 RAL 7008 RAL 7009 RAT 7010
Gris souris Gris beige Gris kaki Gris vert Gris tente
RAL 7011 RAL 7012 RAL 7013 RAL 7015 RAL 7016

Gris fer Gris basalte Gris brun Gris ardoise Gris anthracite
RAL 7021 RAT 7022 RAL 7023 RAT 7024 RAT 7026

Gris noir Gris terre d'ombre Gris béton Gris graphite Gris granit
RAL 7030 RAL 7031 RAL 7032 RATL 7033 RAL 7034
Gris pierre Gris bleu Gris silex Gris ciment Gris jaune
RAL 7035 RAT 7036 RAL 7037 RAT 7038 RAT 7039

Gris clair Grs platine Gris poussiere Gris agate Gris quartz
RAL 7040 RAL 7042 RAL 7043 RAL 7044 RAL 7045
Gris fenétre Gris trafic A Gris trafic B Gris soie TélE gris 1
RAL 7046 RAL 7047 RAL 7048

TélE gris 2 Télé gris 4 Gris souris nacré

Les teintes de brune
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RAL 8000 RAL 8001 RAL 8002

RAL 8003 RAL 8004

Brun vert Terre de Sienne Brun de sécurité

RAL 8007 RAL 8008 RAL 8011

Brun argile Brun cuivre

RAL 8012 RAL 8014

Brun fauve Brun olive Brun noisette

RAL 8015 RATL 8016 RAL 8017

Brun rouge Brun sépia

RATL 8019 RAL 8022

Marron Brun acajou Brun choeolat

RAL 8023 RAL 8024 RAL 8025

Brun gris Brun noir

RAL 8028 RAL 8029

Brun orangé Brun beige Brun pile
Les teintes de blanc et noire
RAL 9001 RAL 9002 RAL 9003
Blane créme Blane gris Blanc de sécurité
RAL 9006 RAT 9007 RAT 9010
Aluminium blane Aluminum gris Blanc pur
RAL 9017 RAL 9018 RAL 9022

Brun terre Cuivre nacré

RAL 9004 RAL 9005

Noir de sécurité Noir foncé

RAL 9011

Noir graphite

RAL 9016

Blanc trafic

RAL 9023

Noir trafic Blanc papyrus Gris clair nacré

Gris foncé nacré



Résumes



Résumés

Résumé

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de 25 souches actinomycétales et a porté sur une
identification morphologique macroscopique et microscopique ainsi qu’une mise en évidence

de leur aptitude a produire trois enzymes : L-asparaginase, L-glutaminase et 1’uricase.

Nos résultats ont démontré que :
e Lesvingt-cing (25) souches étudiées appartiennent a la famille des Nocardiaceae.
e Toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité enzymatique, ce qui
démontre leur importance.
e La L-asparaginase et la glutaminase sont les enzymes, les plus produites par nos souches
(100%) ; suivie par 1’uricase (92%).
e Lessouches S 16 et S 23 sont les moins actives vu qu’elles ont produit 02 enzymes

seulement: La L-asparaginase et la glutaminase.

Mots clés : Actinomycétes, enzymes, I-asparaginase, glutaminase, uricase.



Abstract

Abstract

In this present study, twenty five (25) actinomycétes straine were morphologically
characterited ( using macroscopic and microscopic examination) ; and their ability to produce

three (3) enzymes : I-asparaginase, glutaminase and uricase were studied.

The results showed that :

e The actinomyctal strains were found to be belonging to the family Nocordiaceae.

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

e L-asparaginase and glutaminase were the least activite; they produced enzymes
(100%)followed by uricase (92%).

e The strains S16 and S23 were the least active ; they produced two (02) enzymes only : I-

asparaginase, and glutaminase.

Key words : Actinomycetes ; Enzymes ; I-asparaginase ; glutaminase ; uricase.
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