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Introduction

Introduction

Les enzymes produites par les micro-organismes sont des biocatalyseurs potentiels des
réactions biochimiques. Généralement, les enzymes dérivées d'une source microbienne sont
considérées comme des biocatalyseurs robustes, a haute spécificité et rendement
économique important. Aujourd’hui, la recherche est beaucoup plus focalisée pour obtenir
de nouveaux enzyme et améliorer les caractéristiques fonctionnelles a une large gamme de
température, de pH, de salinité ou d'autres conditions extrémes, par I’ ingénierie des genes
et des protéines (Mukhtar et al.,2017).

Les actinomycétes sont I'un des groupes les plus divers de micro-organismes qui sont bien
caractérisés et reconnus pour leur capacité de produire une grande variété d'antibiotiques et
d'enzymes extracellulaires. D’autre part, elles présentent une source importante d’autres
métabolites comme la cellulose, la chitine et la pectine qui jouent un réle important dans le
cycle du carbone et aident a maintenir la structure du sol. La production des antibiotiques,
des régulateurs de croissance des plantes, des vitamines et des enzymes des actinomycétes
représentent une grande partie de la communauté microbienne de la rhizosphére qui sont
impliqués dans le renouvellement de la matiére organique et I’équilibre de I'écosystéeme
(Galatenko et Terekhova, 1990 ; Miyadoh, 1997 ; Strobel et al., 2004 ; Cao et al., 2009).
Parmi les actinomycétes, environ 7600 composés sont produits par les espéces
Streptomyces. Ce sont un groupe d'organismes unicellulaires ramifiés, elles sont considérées
comme des bactéries filamenteuses supérieures. Les actinomycétes constituent une part
considérable de la population du sol. Ce sont des bactéries filamenteuses et ramifiées avec
une morphologie fongique (Woznicka, 1964).

Différents genres d'actinomycétes ont été rapportés comme producteurs des enzymes
industrielles potentielles telles que les pectinases, les cellulases, les protéases, les chitinases,
les xylanases et les amylases. Ces enzymes sont trés utilisées dans les applications
biotechnologiques et les domaines biomédicaux en particulier, dans ce contexte le présent
travail est focalisé. Ce mémoire présent une synthése bibliographique qui résume la
production des enzymes par Actinomycetes.

Enfin, une partie expérimentale regroupant la présentation des résultats et la discussion,

suivies d’une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre | Les Actinobactéries: taxonomie et classification

1. Définition du sol

Le sol est un milieu vivant qui assure de nombreuses fonctions environnementales, il
représente aussi un réacteur biologique, qui maintien le développement des étres vivants
(Noomene, 2011). C’est un milieu poreux, contenant une phase liquide et une phase gazeuse
susceptible de se deplacer et donc de donner le lieu a des flux de matiere. C’est un milieu
variable dans I’espace : dont la composition et les caractéristiques présentent un double
variabilité, a la fois spatiale et temporelle. La variabilité spatiale du sol se manifeste dans les
trois dimensions de I’espace. Elle se traduit verticalement par la présence de couches plus ou
moins épaisses, appelées «horizons », et latéralement par I’existence de sols différents
(Raoul.C, 2013).

2. La microflore du sol

Le sol constitué I’habitat abritant la plus grande diversité d’organismes vivants. Plusieurs
milliers d’especes animales et de microorganismes vivent dans les sols, depuis les
microorganismes invisibles a I’eeil nu, tel que les bactéries et les protozoaires, jusqu'a la
macrofaune : vers de terre, taupes (Henri et al., 1969). Les microorganismes (Actinomycetes,
bactéries, champignons, algues unicellulaire), qui peuvent représenter jusqu'a 90% en masse
des organismes vivants dans le sol, sont impliqués dans la plupart des fonctions clés du sol
(Henri et al., 1969; Laétitia et al., 2008 ; Eranga, 2015). Leurs nombre et biomasse dans
le sol dépassent souvent I’imagination (Tab.1).

Tableau 1 : Abondance et biomasse des organismes vivants du sol (Patricia, 2015).

Nombre approximatif Biomasse moyenne
Organismes Par gramme Par m? En kg/ha | En%(sans
de sol sec prof.20cm Racines)
Bacteéries 108 - 10% 108 -10%® | 1500 25
Champignons nd nd 3500 59
Algues 1000 - 10° 108-10° 10 - 1000 Traces
Protozoaires 10* - 106 10° 101 250 4
Faune du sol selon les 0,1-1000 10°- 10° 15000 12
groupes (sans protozoaires)
Racines n.d n.d 6000
Total n.d n.d Env. 12000 100
n.d : non déterminable ; Env : Environ
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2.1. Les algues

Elles constituent un groupe hétérogene d’organismes, selon leurs tailles, leurs habitats et leurs
modes de reproduction. Leurs dimensions varient depuis la forme unicellulaire microscopique
jusqu’aux formes filamenteuses atteignant un metre de longueur. Ce sont essentiellement des
organismes aquatiques que I’on rencontre dans les eaux douces des lacs, des rivieres, des
étangs et dans les eaux salines des mers et des océans.

On trouve également en grand nombre dans les sols humides. Elles sont toutes caractérisées
par leur photosyntheése, c’est-a-dire leur aptitude a utiliser la lumiére comme source d’énergie
(Henri, 1969 ; Xavier et Laurence, 1997).

2.2. Les protozoaires

Ce sont des premieres formes animales et surtout les moins évoluées. Organismes
extrémement divers dans leur morphologie, leurs dimensions, dans leur structure et leurs
fonctions. Ils sont considérés comme des formes dérivées de certaines espéeces d’algues
unicellulaires qui auraient perdu leur pouvoir de photosynthése. Elles sont caractérisées par
leur forme unicellulaire et la mobilité de la plupart d’entre eux (Dommergues et Mangenot,
1970). Leur distribution est large dans la nature, les formes les plus nombreuses sont
aquatiques, d’autres vegetent dans le sol et d’autres peuvent se développer sur un autre
organisme vivant. Ce sont donc des parasites qui peuvent étre soit utiles (symbiose), soit
nuisibles, soit indifférents a I’hdte qui les héberge (Henri, 1969).

2.3. Les champignons

Ils sont caractérisés par une structure mycélienne et une organisation cénocytique. Ils sont
constitués en effet par des éléments filamenteux, les hyphes, plus ou moins allongés, ramifiés,
dont I’ensemble connu sous le nom de mycelium qui peut atteindre plusieurs métres de
longueur. Ces filaments sont en réalité de véritables tubes, résistants et protecteurs, composes
principalement de chitine (Xavier et Laurence, 1997). A I’intérieur de ces enveloppes se
trouve enfermée une masse cytoplasmique mobile contenant de nombreux noyaux, cette
organisation est dite cénocytique.

C’est en basant sur ces modes de reproduction qu’on peut grouper les champignons en quatre
classes principales: les phycomycétes, les Ascomycetes, les Basidiomycétes, les

Deutéromycetes (Henri, 1969; Dommergues et Mangenot.F, 1970).
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2.4. Les bactéries

Ce sont des procaryotes unicellulaire de formes trés diverses leur taille peuvent varier entre 1
et 2 um (Xavier et Laurence, 1997 ; Jaune Michel, 2011), qui peuvent avoir plusieurs
formes : cylindrique, sphérique et spirille. Les bactéries vivent dans tout type de sol, avec une
préférence pour les sols riches (Xavier et Laurence, 1997)

3. Les Actinobactéries

On peut definir les Actinobactéries comme des Eubactéries Gram positives a structure
végétative de type de myceélien (Stanier et al., 1966 in Dommergues et Mangenot, 1970 ;
Pandey et al.,, 2004 ; Rosilma et al.,, 2016) Les actinobactéries sont I'un des phylums
dominants de la bactérie, présentent un groupe a une teneur élevée en guanine et en cytosine
(GC =55%) (Ventura et al., 2007 ; Hogan, 2010). Ils font partie de la flore microbienne de
la plupart des substrats naturels (Hotam et al., 2013).

Le mot « Actinomycetes » c’est I’ancien nom des actinobactéries provient de deux substantifs
grecs et signifie « Champignons a rayons » ou « Champignons rayonnants ». Cette
expression utilisée pour les désigner en anglais (Ray fung), ce terme rassemble un grand
groupe de bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies constituées d’hyphes, c’est-a-
dire, des filaments a croissance centrifuge (Stackebrandt et Schumann, 2006 in Toumatia,
2015).

La famille des actinobactéries est constituée d'une quarantaine de genres qui se distinguent
les uns des autres essentiellement sur base de leur morphologie générale qui peut étre
extrémement diversifiée, comme par exemple le bacille de Koch (Mycobactérie tuberculoses)
et les bactéries filamenteuses appartenant aux  genres Nocardia et Streptomyces.
Ils peuvent étre terrestres ou aquatiques (Badis et al., 2006; Servin et al., 2008; Ranjani
Anandan et al.,2016).

Ces microorganismes, en effet, présentent des similitudes a la fois avec les Eubactéries et
avec les champignons (Lakshmipathy et Krishnan, 2016; Janaki, 2017). Les
actinobactéries constituent une partie importante de la microflore tellurique (Dommergues et
Mangenot, 1970). lls colonisent des milieux trés divers, a cause de leur adaptation et leur
résistance a certaines conditions tres hostiles (Sudhanshu et al., 2011).

Il existe d’ailleurs toute 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 (Ripert., 2013). D’aprés Alexander,(1961) in Dommergues et
Mangenot, 1970 les quatre caractéres qui rapprochent les Actinomycetes des Champignons

sont les suivants
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1. Structure mycelienne présentant des ramifications chez les Actinomycetes typiques,
avec une différence des filaments qui ont un diamétre deux fois plus faible (0,5 a
1,2um) que ceux des champignons, d’ou le terme de pseudomycélium employé pour
désigner cette structure (Revot, 1961) ;

2. Formation fréquente d’un mycélium aérien et de conidies ;

3. En culture, absence de la turbidité caractéristique des bactéries unicellulaire et
apparition d’amas de cellules (Dommergues et Mangenot, 1970).

D’autre part, il existe des caractéres qui rapprochent encore les Actinomycetes et les bactéries,
tels que (Eranga, 2015) :

1.La morphologie d’allure bactérienne des elements qui se fragmentent chez les genres
subissant une segmentation ;

2. La morphologie typiquement bactérienne chez les formes simples (Mycobactériacées) ;

3. La sensibilité aux attaques virales.

En général, les Actinobactéries sont des hetérotrophes utilisant des molécules organiques
préfabriquées, mais plusieurs espéces sont capables aussi de croissance chimio-autotrophique
utilisant lI'oxydation de I'hydrogéne comme source d'énergie et le gaz carbonique comme
source de carbone. Cette chimio-autotrophie facultative n'est pas limitée aux Actinomyceétes
mais se rencontre également chez de nombreux groupes de bacteries ( Elhitti,2017).

3. Habitats des Actinobactéries

Les actinobactéries ont une distribution trés large dans la nature : sol, I’air, les eaux douces,
les eaux de mer, les composts, les débris végétaux, le pollen, les abeilles
melliferes, les plantes (endophytes), les lichens et plusieurs autres substrats (Henri, 1969;
Goodfellow et Williams, 1983).

Le sol demeure I'habitat le plus important des actinomycétes, elles sont généralement moins
nombreuses que les autres bactéries, leur nombre en terme de propagation est plus important
que celui des champignons, avec une densité qui varient entre 108 et 10° par gramme de sol
(Goodfellow et Williams, 1983 ; Theilleux, 1994).

Plusieurs rapports montrent la répartition des actinobactéries dans divers endroits, tels que les
sols sableux, les sols alcalins noirs, les sols sablo-limoneux, sol a désert alcalin, ou
Streptomyces sp étaient dominants, suivis des autres organismes, tels que Nocardia,

Nocardiopsis (Ranjani et al., 2016).
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4. Classification des actinobactéries

La classification traditionnelle, qui ne comportait que 4 grandes familles a été profondément
remaniée par des approches nouvelle ; étude des constituants cellulaires, bases de I’ADN,
taxonomie numerique, sensibilité, aux actinophages, etc (Tab.1) (Dommergues et
Mangenot, 1970 ; Ranjani et al., 2016).

Actuellement, on compte, dans I’ordre des Actinomycétales, plus de trentaine de genre tels
que : Mycobactériacées, Actinomycétacées (ou Proactinomycétes), Streptomycétacées,

Actinoplanacées (Henri, 1969).

Tableau 2 : Principaux genres d’actinomycétes (Stanier et al., 1966 in Dommergues.,
Mangenot.,1970).

Genres Développement | Mode De | Acido- Autres
Familles Mycélien Reproduction | résistance | Caracteres
Mycobacterium Transitoire Scission +
Mycobactériacées Limité binaire
Nocardia Extensif Fragmentation + Aérobies
massive  des -
Actinomycétacées hyphes
(Proactinomycetes) | Actinomyces Extensif Fragmentation Anaérobies
massive  des -
hyphes
Streptomyces Conidies Conidies isolées
Extensif - ou en groupe
Streptomycétacées
Micromonospora | Extensif Conidies Conidies isolées
- Ou en groupe
Actinoplanacées Actinoplanes Extensif Sporangio- - Formation
spores mobiles sporange

5. Critéres morphologiques des actinobactéries

5.1. Caractéres macromorphologiques

Les caractéristiques culturales des actinobactéries sont déterminées sur différents milieux de
culture. 1l s’agit d’observer, a I’ceil nu, la production ou non du mycélium aérien (MA) et la
présence ou non de mycélium du substrat (MS), ainsi que la production ou non de pigments
mélanoides. Les couleurs du MA, du MS et de celle des pigments diffusibles (en cas de
production) sont déterminées a I’aide d’une charte de couleur (Kelly et Judd, 1976).

Le mycélium de substrat est dénommé mycélium primaire ou mycélium végétatif varie en

taille, en forme et en épaisseur (fig. 1b). Sa couleur varie du blanc ou pratiquement incolore
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au jaune, brun, rouge, rose, orange, vert ou noir (Ranjani Anandan, 2016). Sur le mycélium

primaire (MS) va se développer un mycélium secondaire aérien (Ait Barka et al.,2016).

Figure 1. Apparence d'isolats d'Actinobacteria sur caséine amidon (Eranga., 2015)

A : Vue en plan des isolats actinobactériens.

B : Morphologie des colonies individuelles.

5.2. Caractéres micromorphologiques

Les caracteres micromorphologiques sont déterminés par I'observation directe au microscope
optique ou électronique des cultures poussant sur les milieux gélosés (Tresner et al., 1961;
Holt et al., 1994). Le MA peut étre fragmenté ou sporulant. Les spores sont généralement non
mobiles ou parfois mobiles, isolées ou regroupees par deux, par quatre ou en chaines plus ou
moins longues (fig. 2).

Les spores peuvent étre sessiles ou portées par des sporophores courts ou longs ou encore
formées anarchiquement sur le MA. Quelques genres d’actinobactéries possédent des
structures particulieres, comme les sporanges, les sclérotes ou les synnemata (fig. 2).

Le MS peut étre stérile ou non, fragmenté ou persistant. Il peut produire ou non des spores

(mobiles ou non) ou des sporanges.
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Figure 2 : Micromorphologie des principaux genres d’actinobactéries (Sabaou, 1988).

MA : Myceélium aérien; MS :Myceélium du substrat; RF : Rectus Flexibilis

(chaines de spores droites a flexueuses); RA, Retinaculum Apertum (chaines en

crochets ou en boucles);S,Spira(chaines spiralées); s, sporophore; c.sp., chaines de

spores; sp.i., spores isolés; sp.m., spores mobiles; sg, sporanges

5.2.1. Mycélium de substrat

Le tube de germination (germination de spore) va croitre et donner des hyphes qui se

ramifient intensément pénetrent dans le milieu ou se propagent a sa surface. Ce mycélium se

développe sur et dans le substrat. Eventuellement pigmenté, il forme des parois transversales
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isolant les zones les plus agées. Il peut se fragmenter chez les bactéries du genre
Nocardioformes ( Rioseras et al.,2014 ; Ait.B et al., 2016).
5.2.2. Mycélium aérien
Ce mycélium est généralement plus épais que le mycélium substrat (fig. 1a). Il comporte des
hyphes peu ramifiés et pourvues d’une enveloppe hydrophobe, ils sont plus épaisses que les
hyphes primaires, généralement pigmenté (gris, vert, rouge...) et forme des spores.
Le mycélium aérien montre une différenciation suffisante pour qu'un assortiment divers
d'isolats puisse étre separé en un certain nombre de groupes ayant des caractéristiques
morphologiques similaires dans des conditions constantes. Ceci est désigné comme I'un des
criteres les plus importants pour la classification du genre Streptomyces, comprenant une
structure (cotonneuse, veloutée ou pulvérulente), la formation d'anneaux et la pigmentation
(Ranjani et al., 2016).
5.2.3. Formation et germination des spores
Des spores peuvent étre formés sur le substrat et / ou le mycélium aérien sous la forme de
cellules individuelles ou de chaines de longueurs différentes, c’est une séquence de
changements morphologiques de la spore en structure végétative. Quatre étapes distinctes sont
décrites : I’activation. L’initiation. «L’émergence du tube germinatif et enfin la croissance.
Les spores formées par les actinomycetes appartiennent a deux groupes: endogenes et
exogenes, selon le mode de leur formation (Ait.B et al.,2016).
6. Mode de reproduction
La reproduction des actinobactéries peut s’opérer suivant trois modes (Dommergues.,
Mangenot, 1970; Ait.B et al., 2016) :

e Fragmentation pseudobactrienne( fragmentation de mycelium) ;

e Production de conidies (cellule reproductives sphériques ou ovoides résultant de la

division d’extrémités hyphales) ;

e Production de sporanges (structures en forme de sacs renfermant les spores).
7. Position taxonomique du genre Streptomyces
Le genre Streptomyces fait partie de la classe des Actinobacteria. 1l a été tres longtemps inclus
dans I’ordre des Actinomycetales (Bergey’s Manual, 2004). Les espéces appartenant au genre
Streptomyces constituent la grande majorité de la famille des Streptomycetaceae. Ce genre
représentent non seulement une composante prédominante de la population microbienne des
sols a travers le monde, mais est aussi considéré comme le groupe d’especes le plus répandu
dans I’environnement (Eckwall et Schottel, 1997; Labeda et al., 2012 in Toumatia ,2015).
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Morphologiquement, les espéces appartenant au genre Streptomyces possédent un mycélium
du substrat abondamment ramifié, généralement non sporulé, surmonté par un mycelium
aérien produisant des sporophores qui donnent naissance a des chaines de spores (jusqu’a 50
spores ou plus par chaine) de formes variées: droites (Rectus Flexibilis: type RF), incurvées
ou en boucles (Retinaculum Apertum: type RA), spiralées (Spira: type S) ou parfois méme
verticillées (Fig 2). Les spores ne sont pas mobiles et ont une surface lisse, rugueuse, épineuse
ou chevelue. Les Streptomyces possédent un taux de G+C compris entre 68 et 78%
(Bergey’s, 2004 in Toumatia, 2015 ).

8. Rdle d’actinomycétes dans le sol

Dans le sol, la densité des Actinomycetes (essentiellement les genres Nocardia et
Streptomyces) est en général de 3 a 15 fois plus faible que celle des bactéries (par exemple
Dommergues et Duchaufour, 1966) ; en valeur absolue, elle oscille entre 10° et 10® unités
par g de sol. Cette densité montre une tendance nette a s’élever dans les sols alcalins et a
décroitre dans les sols submergés. La pondération des actinomycetes explique leur trés grande
extension : ils sont présents sous tous les climats et sur tous les types de résidus.

Pendant longtemps, il a été considéré que leur réle dans le sol était négligeable, a cause de
leur faible pouvoir compétitif. Aujourd’hui, il semble que leur action soit importante en raison
de leur double aptitude telles que :

A. Aptitude a dégrader les substances organiques non biodégradables par les
champignons et les Bactéries : En raison de leur aptitude a dégrader la chitine, de trés
nombreux Actinomycetes seraient capables de decomposer les membranes des Champignons
et pourraient ainsi poursuivre la dégradation de la matiere organiques entreprise par la
microflore (Dommergues et Mangenot,1970).

B. Aptitude a produire des substances probiotiques, antibiotiques ou toxiques : Parmi les
substances probiotiques produites par les Actinomycetes, Krasilnikov (1958), a cité : les
Vitamines Bi, B2, Bs, B12, la biotine, I’acide folique. La synthese des antibiotiques est
largement répandue chez les Actinomycétes (50 a 75% des souches isolées sont productrices
d’antibiotiques, dont la stréptomycine, la chlortétracycline, I’oxytétracycline, la
cycloheximide).Certaines espéces synthétiseraient des substances toxiques pour les plantes
ou, au contraire, stimulant leur croissance. Les Actinomycétes sont a I’origine de trés
nombreuses transformation chimiques enzymatiques, elles participent aux cycles
biogéochimiques des éléments chimiques tels que les cycles de C, N, S etc (Dommergues et
Duchaufour, 1966 ; Raoul Calvet., 2013 ) .
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I1. Les enzymes d’actinobactéries

1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des protéines qui exercent une activité catalytique spécifique d’un tres
grand nombre de réactions chimiques (Navarre et Francoise, 2010). Les principaux facteurs
du milieu qui contrdlent la fonction des enzymes sont la température, le pH et I’activité de
I’eau etc. En générale, leur activité croit de maniere exponentielle avec I’élévation de la
température du milieu réactionnel jusqu’aux environ de 60-70°C, au-dela de cet intervalle,
elles perdent leur activité. Leurs pH optimum varient avec la nature des enzymes et des
réactions. Le plus sont souvent est compris entre 4 et 9 (Pierre, 2000).

Les micro-organismes qui vivent dans le sol ne peuvent pas transporter des molécules
complexes a l'intérieur de leurs cytoplasmes. lls synthétisent des enzymes extracellulaires
pour décomposer ces molécules en nutriments utiles et essentiels.

Les enzymes provenant de micro-organismes sont des bio-catalyseurs et sont, aprés les
antibiotiques les plus importants produits des actinobactéries. Ils constituent d’excellentes
sources de substances bioactives, car ces derniéres possédent une capacité hydrolytique
extracellulaire qui a des applications dans les industries, de textile, des bio-raffineries,
d’agroalimentaires, les papéteries et pharmaceutiques (Janaki., 2010).

2. Classification des enzymes

Les enzymes sont classent en fonction des réactions qu’elles catalysent, on distingue six
familles (tab3)

Tableau 3: Différentes classes d’enzyme (Pierre Feillet., 2000).

Classe Réactions catalysees

EC 1 Oxydo-réductases Oxydo-réduction (transfert d’oxygéene)

EC 2 Transférases Transfert de groupes fonctionnels

EC 3 Hydrolases Coupure une molécule avec fixation d’eau (hydrolyse)
EC 4 Lyases Coupure autre que I’hydrolyse

EC 5 Isomérases Remaniement interne d’une molécule

EC 6 Ligases Syntheses de nouvelles molécules par addition d’éléments

E
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2.1. Amylase
Les amylases sont des enzymes capable d’hydrolysées les molécules d'amidon en une variété
de produits comprenant des dextrines et des polymeres composés de plus petits d'unités de

glucose qui donne un sirops riches en fructose, en glucose et en maltose (fig3).

)
. 000 o
w‘ H dextines . mmsek’
P 00

“\O‘““‘“)

= & 010N (e I'amylase

Figure 3 : Mode d’action de I’alpha-amylase (Florimont, 2013 in Meziani et Mahcene,
2017)

Les actinobatéries telles que les Streptomyces erumpens et les Thermobifidafusca sécretent
des amylases a l'extérieur des cellules pour effectuer une digestion extracellulaire (Kar et
Ray, 2008; Janaki, 2017). Il existe différents type d’amylases, on distingue les alpha-
amylases produit par les Nocardiopsis sp (William et al., 2012) , les béta-amylases secréter
par les Streptomyces sp (Christoph Wittmannet al., 2017), les pullulanases et les
amyloglucosidases (Tab, fig 4).

Tableau 4 : Propriétés générale des enzymes amylolytiques (Pierre, 2000 ).

d’anhydroglucose

Enzymes Liaison Mode d’action Produits de fin de réaction
Alpha-amylase Alpha-(1,4) Endo Glucose, maltose, oligosides
Beta-amylase Alpha-(1,4) Exo Maltose, dextrines
Pullulanases Alpha-(1,6) Endo Chaine linéaire

Amyloglucosidases | Alpha-(1,4) et (1,6) | Exo Glucose

@) Endo-ou exo-amylases

@
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Les amylases se différencient par leur aptitude a couper les liaisons glycosidiques alpha 1,4
ou alpha 1,6 par leur mode d’action au hasard a I’intérieur de la chaine d’unité de glucosyles
(endo-enzymes) ou a partir des extrémités non réductrices (exo-enzymes) (fig 4) (Pierre,
2000 ; Ragunathan et Padhmadas, 2013).

Ipha amyl
béta amylase . oot s
~ hydrolyse au hasard
g des liaisons alpha 1- 4
\2 : 3
'. .
hydrolyse pas a pas, i
de l'extérieur vers
l'intérieur, des liaisons extrémité réductrice
‘;'”pha "_" 4 :"’9" / pullulanase
ormation de i .
makose i hydrolyse des
o liaisons alpha 1- 6
3
'2
1

amyloglucosidase

hydrolyse pas a pas, de I'extérieur vers lintérieur,

des liaisons alpha 1- 4 avec formation de glucose

Figure 4 : Mécanismes d’action des enzymes amylolytiques (Pierre Feillet., 2000).
Ces enzymes amylolytiques sont capables d’hydrolyseés I’amidon (amylose et amylopectine)
et ses produits de dégradation sont dextrine, oliggosccharides. Les amylases jouent un role
majeur dans les applications biotechnologiques telles que [lindustrie alimentaire, la
fermentation et le textile. Dans l'industrie papetiéere environ 25% des amylases sont
demandées sur le marché mondial des enzymes. Les amylases peuvent provenir de plantes,
d'animaux et de microbes. Les enzymes d'origine microbienne répondent géenéralement a une
forte demande dans les industries (Janaki., 2017).
2.2. Les protéases
Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des
protéines (Michel, 2013). Ce groupe d’enzymes favorise I’hydrolyse les liaisons peptidiques
entre deux acides aminés. Les protéases dépolymeérisent les peptides et les protéines en
libérant des acides amineés de plus petits peptides (Fig 5) (Navarre, 2010; Jean-Claude et al.,
2014) .

£l
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Les streptomycétes sont reconnus comme les importants sécréteurs de protéases. En effet,
plusieurs bactéries du genre Streptomyces: S. clavuligerus, S. griseus, S. rimouses, S.
thermoviolaceus secrétent une multitude de protéases dans leurs milieux de culture. Les S.
moderatus et S. griseus, synthétisent au moins 5 protéases différentes dans le surnageant de
culture. D autres travaux ont montré que parmi plus de 500 souches de Streptomyces étudiées
ont une activité protéolytique et les protéases des S. fradiae présentent le plus haut niveau
d’activité provenait (Ghorbel, 2014 ; Boulahrouf, 2017).

| Protéines |

Hydrolyse
Peptides
Hydrolyse I
:.ﬁ.cides aminés I
Décarboxylation Désamination
\\-—‘ Phénals ._-_-_J-"'_’_—\-
\\_‘__ Hz
€03 AGCC ..)
acides ramifiés
: ! 03
Amines NH3 ‘4_ Urée
polyamines i i i l
_ S Protéines bactériennes | =
AGCL : acides gras & chaine courte

Figure 5 : Principale voies du métabolisme des protéines (Gean Claud et al., 2004).
Les protéases sont parmi les classes les plus importantes industriellement telles que dans la
fabrication des détergents, des lessives, la préparation de cuir, la laiterie, la panification et les
applications meédicales et pharmaceutiques. Elles constituent plus de 65% des demandes
totales des industries ( Boulahrouf., 2017).
2.3. Les Lipases
Les triacylglycérol-hydrolases ou les lipases sont des enzymes atypiques vu leurs mécanismes
d'action et leurs spécificités de substrats. Selon le milieu réactionnel de I'enzyme, elles
peuvent agir en tant qu'hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthése
organique (fig 6) (Mukhtar et al., 2017).

1]
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Figure 6 : Catabolisme des triglycérides (Mukhtar et al., 2017).
Les lipases forment une famille hétérogéne d'enzymes et constituent une classe particuliére
d'estérases (Fickers et al., 2008). Les lipases sont largement répandues chez les bactéries, les
levures et les champignons filamenteux et les actinomycetes chez Streptomyces rimosus,
Rhodococcus ; Nocardia erythropolis; Streptomyces exfoliates et Nocardiopsis alba
produisent des lipases qui hydrolysent les liaisons ester des triglycérides en glycérol et en
acides gras respectivement selon les auteurs (Gerard Meurant et al., 1988; Maheshwari,
2015).
Les lipases microbiennes présentent plus d’avantages comme les procédés de fabrication tres
simples et une grande stabilité vis-a-vis la température, les détergents et les enzymes
protéolytiques comparés aux lipases d'origine animale. Les lipases peuvent étre utilisées dans
le traitement des huiles et des graisses, des cosmétiques, des diagnostics et des détergents. Ces
caractéristiques ont permis le développement de nombreuses applications pour les lipases
microbiennes qui ont abouti & de nombreux produits commerciaux dont elles présentent une
classe importante d'enzymes industrielles d'intérét récent dans la recherche fondamentale et
appliquee (Patrick et al.,2008; Geraldine et al.,2009 ).
2.4. Cellulases
Les cellulases sont des enzymes qui convertissent la cellulose en glucose et d'autres produits
chimiques de base. D’apres (Rajeeva et SoniTiwari., 2015 ; Tanveer et al.,2014; Hitesh et
al., 2016 ) 3 types d'enzymes de cellulase agissent en synergie.
Les cellulases sont des enzymes inductibles synthétisées par une grande diversité de
microorganismes comprenant a la fois des champignons, les bactéries et les actinobactéries au
cours de leur croissance sur la matiere cellulosique (Ramesh et al.2015). Actuellement, les

cellulases sont utilisées dans l'industrie alimentaire, la brasserie, I'alimentation animale, le

@
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textile et la blanchisserie, les pates papiers, ainsi que dans l'agriculture et dans la recherche
(Bhat., 2000).

2.5. Xylanase

Les xylanases sont des glycosidases) qui catalysent les liaisons 1,4-D-xylosidiques dans les
régions non substituées des chaines de xylanes pour aboutir a la xylose (Gerois., 2008).

Elles constituent un complexe multi-enzymatique (Larreta-Garde., 1997), ils sont aussi
secrétées par de nombreux champignons (pathogénes et saprophytes), par des bactéries
marines et telluriques ainsi que par les micro-organismes du rumen (protozoaires et bactéries)

et les levures (Mouranche et Costes., 1985).

Les Xylanases sont des enzymes synthétisées par une grande diversité de microorganismes
comprenant a la fois des champignons Aspergillus niger (Ronald et al., 1999)et des
bactéries thermophiles comme Bacillus stearothermophilus, Clostridium sterconariuma
(Mouranche et Costes., 1985) et les actinomycetes telles que I’espece Actinomadura
keratinilytica (Taibi et al., 2011). Thermoactiomyces thalophilus (Kohli et al ., 2003).

Les xylanases sont fréquemment utilisées dans la formulation d’aliments pour les animaux
(amélioration de la digestibilité et de la valeur nutritive), en industries des jus de fruits et
brassicoles (amélioration de I’extraction ou la filtration)(Collins et al., 2005).

2.6. Pectinase

Les pectinases sont un groupe d'enzymes qui contribuent a la dégradation de la pectine par
divers mécanismes et peuvent étre classées en tant qu'estérases, dépolymérases lyases et
dépolymérases hydrolytiques (polygalacturonases) (Nicemol et al., 2008).

Les pectinases sont produites par plusieurs especes de Streptomyces telles que S. lydicus. Ces
enzymes sont utilisées dans I'industrie alimentaire pour I'extraction et la clarification des vins,
des jus, des huiles, des aromatisants et de I'industrie textile pour la préparation des tissus de
lin. La polygalacturonase est l'une des pectinases les plus importantes qui est largement
utilisee dans les différentes industries (Mukhtar.,2017).

3. Caractéristiques des enzymes synthétisées par les actinomycétes

Les principales caractéristiques physicochimiques des enzymes synthétisées par les

actinomycetes sont regroupées dans le tableau ci-apres.

@
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Tableau 5: Parametres physico-chimiques des enzymes produites par les actinobactéries
(Divya et al., 2013).

Enzymes Souches Productrices pH T°C Substrats spécifiques
Cellulase Recombinant streptomyces sp. | 5-12 40-50°C
Thermobifidahalotolerans 6-8 40-50°C
Thermomonospora sp. 7-10 50°C
Streptomycesruber 5,5-7 35-40°C
Xylanase Actinomadurasp. 4 70°C Xylan
Streptomycesspp. 8-11 45-60°C
Amylase Streptomycessp. 5-7 45-50°C
Streptomyceserumpens 9-10 45-50°C Starch
Nocardiopsissp. 8-6 70-80°C
Thermobifidafusca 5-7 60°C
Pectinase Streptomyceslydicus 4-7 45°C Pdlygalacturonicacid
Protease Thermooactinomyces sp. 4 50°C Casein
Nocardiopsis sp. 10 40-50°C Casein
Streptomycespactum 7,5 40°C Keratin
Streptomyces thermoviolaceus | 6,5 65°C Keratin azure
Streptomyces sp. 4-11 30-60°C

@
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V. Matériel et méthodes

1. Objectif

Le présent travail porte sur I’isolement des actinobactéries genre a partir du sol foresterie de la

région de Mostaganem, dont I’objectif est de sélection des isolats producteurs des amylases.

2. Protocole expérimental général

Le protocole expérimental genéral est représenteé dans la figure ci-dessous :

[ Collections des échantillons des sols de différentes régions

~

!

[ Enrichissement des échantillons par le traitement CaCOs

~

v

[ Caractérisations morphologiques des actinomycétes

Productrices d’amylases

Criblage primaire des isolats des actinomycétes

|
|

Sélection des isolats a activité amylasique

| Strains of actinomycetes ifolated |

et leurs extraits enzymatiques

[ Caractérisation des isolats d’actinomycetes
[
[

Strains of actinomycetes {solated |

|
ﬁ Etude morphologique
e Micro et Macrosgopigue

Strains of acﬁnmm‘&mm—f\
3. Tests biochimiques

Strains (
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[ Figure 7 : Protocole expérimental général.
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Le protocole expérimental englobe de multiples objectifs et de différentes étapes tels que :

1. Les sites de I’échantillonnage des sols ;

2. L’isolement et la purification des bactéries actinomycetes du genre Streptomyceéte ;

3. Identification de la souche bactérienne par des tests physiologiques et biochimiques ;

4. Tests d’amidon des souches d’actinomycetes afin de sélectionner les souches
productrices des amylases.

5. La fermentation submergée des isolats d’actinomycetes dans un milieu nutritif liquide
specifique a base d’amidon et extraction liquide —liquide des Enzymes.

3. Prélévements des échantillons

L’echantillonnage du sol foresterie pour établir I’isolement des actinobactéries a été réalisé
selon la méthode de cing points a partir dans de la région de Abdel-Malek Ramdan, Wilaya de
Mostaganem. Cette région est située a 36° 06’ 12” Nord et 0° 16’ 34" Est. Elle présente une
superficie de 75 km?, la température journaliére est de 21°C, avec une humidité de 56 %.

Pour le prélevement de sol, une quantité de 100g de terre est prélevée jusqu’a 5 a20 cm de
profondeur aprés avoir écarté les trois premiers centimetres de sol, puis déposée a I’aide d’une
spatule stérile sur une feuille d'aluminium stérile, aprés un premier tri écartant les pierres, un
échantillon de 50g est récupéré dans un flacon stérile. Ce dernier prélevement a été effectue
pendant le mois de Mai 2018.

4. Isolement des actinomyceétes (streptomycéte)

4.1. Prétraitement des échantillons

Le prétraitement du sol a été effectué selon la méthode d'El-Nakeeb et Lechevalier (1963),
afin, d’augmenté le nombre des actinobactérieset réduire la croissance de la flore fongique et
bactérienne contenue dans le sol. Le sol seché a l'air, ensuite, 10 g a été mélangé dans un
mortier avec 1% de carbonate de calcium (CaCOz3) et incubé pendant 2 jours a 30 ° C dans
une boite de Pétri stérile (Sudhanshu et al., 2011; Priyadharsini et Dhanasekaran, 2013 ).
4.2. Préparation des dilutions

Les dilutions nécessite 1g d’échantillon de sol est dilué dans 10 ml d’eau physiologique stérile
puis agités au vortex deux fois pendant 5 mn. Pour cette suspension des séries de dilutions
décimales de10a 10°sont effectuées.

4.3. Milieux d’isolement

L’isolement des actinobactéries est réalisé sur milieux amidon-caséine et Bennett dont la
composition est mentionné dans I’annexe | (Joffin et Guy, 2014). Ils sont additionnés de 10

pg/ml d’un antifongique, le pH du milieu est ajusté a 7,2 et stérilisé (120°C/30 minutes).
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Les deux milieux sont ensemencés a raison de 0,1ml par la dilution 10° & 10 par boite de
pétri (deux boites pour chaque dilution). Les boites sont incubées a 30°C et sont observées
quotidiennement aprés un 7 a 14 jour d’incubation. Des boites témoins de chaque milieu sont
incubées sans ensemencement dans les mémes conditions opeératoires (Mukhtar et al., 2017).

5. Identification des actinobactéries
5.1. Aspect morphologiques

La morphologie est I’un des critéres essentiels d’identification, elle précede I’étude chimique
des constituants cellulaires. Lors de I’incubation, les boites de Pétri ensemencées sont
périodiquement et systématiquement examinées a I’eeil nu et au microscope optique (Zeiss)
du faible au fort grossissement. Cela afin, d’observer la morphologie des colonies
d’actinobactéries telles que la formation de mycélium aérien et de mycélium substrat, la
couleur des pigments diffusibles sur les milieux et la présentation des spores. Ces
observations permettent de reconnaitre de maniére préliminaire les différents genres présents,
et de selectionner les colonies. Les caractéristiques culturales sont ainsi soigneusement
analysées et recherchées (Praveen et al., 2015).

5.2. Examen microscopique

Les caractéristiques microscopiques ont été réalisées par la méthode de coloration de Gram

pour toutes les souches d’actinomycétes isolées. Cette étape de I’examen directe est essentiel

pour apprécier la présence et la morphologie des germes et permet de classer les bactéries en
deux grandes catégories (Gram + et Gram -).
» Les bactéries « Gram positif»gardent leur coloration violette aprés décoloration par
I'alcool.
» Les bactéries « Gram négatif» décolorées par alcool, sont teintées par la fuchsine et

apparaissent roses (Bousseboua, 2002).

Les principales étapes de cette coloration sont les suivantes :
» Des frottis sont reéalises a partir des colonies des actinobactéries bien isolés a I’aide
d’une anse de platine dans des conditions aseptiques.
» Les bactéries sont émulsionnées dans une gouttelette d'eau distillée ;

A\

Les frottis sont fixés par une flamme a I’aide d’un bec bunzen ;

» Quelques gouttes de violet de gentiane sont déposees sur la lame pendant 1min, puis
ringage par eau distillée.

» Couvrir la lame avec la solution de Lugol pendant 1 minute ;

» Le frottis est décoloré avec de I'alcool pendant 10 secondes, puis rincer a l'eau ;

20
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» Quelques gouttes de la safranine sont déposees sur lame pendant 45 secondes ;

> Apres lavage a I'eau, le frottis a été séché avec du papier absorbant

» Observation au microscope optique du faible grossissement 10 jusqu’au G 100x.
6. Criblage primaire des isolats d’activité amylasique
Les isolats d'actinomycéetesont été criblés pour la production d’enzyme extra-cellulaire
d'amylase (Praveen et al., 2015).
6.1. Test d’activité amylasique
Les isolats d'actinomycétes ont été criblés pour leurs propriétés amylolytiques par un test
d'hydrolyse de I'amidon.
La sélection est effectuée sur un milieu gélose a I'amidon a pH = 7, additionnée
d’amidon soluble a 1%, les boites sont ensuite incubées a 30°C pendant 5 jours, apres
incubation une solution de Lugol est versée sur la surface de la boite, afin de mettre en
évidence I’activite amylasique. Les souches a halo clair sur le pourtour, sont considérées
comme productrices d’amylases (Joffin et Guy Leyral, 2014; Praveen et al., 2015 ).
6. 2. Mesure de la zone d’hydrolyse
Une colonie isolée, sélectionnee productrice de I’amylase, agée de 24h est ensemencée par
strie et point sur la surface du milieu de culture gélosé amidon, les boites ont été incubées a
30°C pendant 3 jours. Apreés incubation les boites de pétri sont inondées avec une solution de
Lugol et I'activité amylolytique est évaluee par la mesure des diamétres des zones d’hydrolyse
formées autour de la colonie ensemencée par strie (Tifrit, 2016). Ce parametre permet le
calcul I’index de I’activité amylolytique des souches sélectionnées productrices des amylases.
La performance des souches sélectionnées productrices des amylases est
effectuée par mesure des diamétres des zones d’hydrolyse formées autour des
colonies ensemencées sur un milieu de culture solide et mesure du taux de sucres
réducteurs produits dans un milieu de culture liquide.
7. Purification et Conservation des isolats
Les colonies d'actinobactéries positive pour la production d’amylase sont prélevees
délicatement a I’aide d’une anse de platine stérile puis purifiées par stries sur milieu amidon
caséine agar (Annexe I) et incubés pendant une semaine a 30°C. Cette opération est répétée
jusgu’a I’obtention des souches pures. La souche pure doit étre conservée a 4°C, pour une
utilisation ultérieure des tests biochimiques, physiologiques et la production les enzymes
amylases par la fermentation (Shirling et Gottlieb, 1966 ; Micah et al., 2010)).

o
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8. La systématique des isolats d’actinomyceétes d’activités amylasique choisis
La systématique des actinomycetes est basée sur trois types de critéres : morphologiques,
physiologiques et chimiques.
8.1. Caractérisation physiologique
Une série de tests physiologiques utilisés par les taxonomistes pour la différentiation entre
certains groupes d’actinobactéries (Holt et al., 1994), est retenue pour I’identification des
souches isoler. Ces tests sont: test de I'nydrolyse de la caséine, la dégradation de I’urée
(Toumatia, 2015).
8.1.1. L’hydrolyse de la caséine
L’hydrolyse de la caséine a été étudiée sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écrémé (voir
annexe 1) les boites sont ensemencés par une stries. Apres, quelques jours d’incubation a
30°C la presence de cette activité est détectée par un halo clair autour de la strie indiquant
I’hydrolyse de la caséine contre un résultat (Camille, 2007).
8.1.2. La dégradation de I'uree
Le milieu urée-tryptophane (urée indole) est un milieu synthétique fournissant un ensemble de
résultats utiles a I’identification de nombreux germes bactériens. Ensemencer largement la
suspension d’urée indole par la culture d’actinobacterie, et incubée a 7 jours a température
30°C. L’observation d’une alcalinisation traduit une hydrolyse de I’urée et donc la souche
Streptomyces posséde I’enzyme uréases. Cette alcalinisation a raison de I’indicateur de pH le
rouge de phénol qui se trouve dans le milieu, vire lors d’une réaction positive, de sa couleur
de départ jaune orangé au rouge (Joffin et Guy, 2014).
8.2. Caractérisation biochimique
Les isolats d'actinomycétes ont été utilisés pour des études biochimiques tels que : catalase,
hydrolyse de la caséine, hydrolyse de I'amidon, test d'agar triple TSI ont été réalisés pour
I'identification des isolats puissants (Brzin, 1965). Toutes les cultures ont éte incubées a 30°C
pendant 24-72 heures (Sudhanshu et al., 2011).
8.2.1. L’utilisation de citrate
Ce milieu ne contient qu’une seule source de carbone, le citrate. Seule les actinobabacteries
capable d’utiliser le citrate pourront cultiver sur ce milieu. Sachant que le citrate est utilise
selon la réaction Citratet 3H,O  — acide citrique + 30H"
L’ensemencement d’actinobactéries sur un milieu incliné par des stries longitudinales au
moyen d'une anse et suivi d’une incubation & 30°C pendant 7jours.

» L’utilisation du citrate s’accompagnera d’une alcalinisation mise en évidence par le

bleu de bromothymol (virage de la couleur du vert en en bleu) (Joffin et Guy, 2014).
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8.2.2. Les réactions VP et RM
Sur un milieu liquide Clark et Lubs, une colonie de la souche a étudier est ensemencée puis
incuber & 30°C pendant 7 jours. Aprés I’incubation, en divise le milieu dans deux tubes
stériles et on ajoute quelques gouttes de VP | dans I’'un des deux tubes et quelques gouttes de
VP 1l dans I’autre tube. Quelques gouttes de reactif rouge de methyle sont additionnées dans
un seul tube, s’il y a le virage en rouge, le test est positif (Joffin et Guy, 2014).
8.2.3. La réduction de nitrate réductase
La présence de nitrate permet la recherche d’une nitrate-réductase, en ajoutant les réactifs
habituels pour la recherche des nitrites (réactifs A et B).
L’ensemencement est réalisé sur un milieu liquide nitraté par des actinobactéries, puis incubée
a 30°C durant 5 a 7 jours. Apres avoir Vérifié la présence de culture, ajouter les réactifs
nitrites let 2. Une coloration rouge signe la présence de nitrite (bactérie nitrate réductase+
stade nitrite).
En cas d’absence de coloration du milieu, ajouter la poudre de zinc réducteur des nitrates.
Attende quelques minutes :

» Une coloration rouge montre la présence de nitrites : la bactérie est nitrate réductase-

» Une absence de coloration, la réduction des nitrates en azote, le test est positif (le stade

nitrite a été dépassé donc les bactéries possédant un nitrate réductase trés active)
(Camille, 2007 ; Joffin et Guy, 2014).

8.2.4. La production d'H2S
La présence de thiosulfate de sodium et de fer Il dans le milieu permet d’apprécier la
capacité des bactéries a produire I’H2S. Des tubes contenant du milieu TSI sont ensemencés
par les bactéries actinomycetes par piqlre centrale puis incubés pendant 14 jours a 30°C. La
production de I'H2S se manifeste par un noircissement du culot (Joffin et Guy, 2014).
8.2.5. La catalase
Cette enzyme empéche I’accumulation d’H202, dont I’action serait létale pour la cellule
bactérienne. L’oxygene libéré se dégage sous forme gazeuse.
A partir d’un milieu solide, prélever une quantité suffisante de culture d’actinobactéries par
une anse et la mettre en suspension dans une goutte d’eau oxygénée, déposée sur une lame. Le
résultat est positif en présence de I’enzyme catalase, on observe un dégagement immédiate de
bulles gazeuses qui démontre que la souche contient une enzyme ayant la propriété de
décomposer le peroxyde d'hydrogene (H202) (Joffin et Guy, 2014).
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8.2.6. Protéolyse de la gélatine
La gélatine est un produit protéiné obtenu par hydrolyse partielle du collagéne. Ce test est
utilisé pour la mise en évidence de I’enzyme gélatinase. Il est étudié sur gélose nutritive
additionnée de gélatine a raison de 4g/l. Couler le milieu gélose a la gélatine en boite de pétri,
ensemencer en touche ou en stries par anse a la surface du milieu étant bien seche, et incuber
a 37°C. Apres I’incubation, verser sur le milieu 1 ou 2ml du réactif chlorure de mercure II.
» Resultat positif : gélatinase presente : absence de précipité blanchatre autour de la strie
d’ensemencement démontre I’absence de gélatine dans cette zone.
» Résultat négatif : absence de gélatinase : il se traduit un précipité blanchatre partout ou
la gélatine n’a pas été hydrolysée.
8.2.7. Recherche de Iécithinases et lipases
Les protéases hydrolysent les lipoprotéines et liberent des lécithines solubles des protéines et
des lipides ce qui traduit par un éclaircissement autour de la culture.
Ajouter a la gélose nutritive maintenue en surfusion a 45% d’émulsion de jaune d’ceuf. Faire
une strie & la surface du milieu puis incuber 1 & 5 jours a 37°C (Joffin et Guy, 2014).
Apres I’incubation si :
» Un halo opaque blanc-jaunétre et parfois la zone d’opacification ne déborde que peu
ou pas autour de la culture signifie léchitinase positif.
» 1l n’y apas de halo de précipitation signifie léchitinase négatif.
» Une zone de protéolyse est transparente, une zone d’opacification de léchitinase
positif et lipopriotéinase positif
» Une zone de protéolyse transparente signifie que le test de léchitinase négatif, et
lipoprotéinase positif (Joffin et Guy, 2014).
9. Production d’amylase par fermentation submergée

La figure ci-dessous résume les principales étapes de la fermentation :
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Figure 8 : Diagramme d’obtention de I’extrait enzymatique des isolats d’actinomycetes.
| Centrifugation 6000g/5min/4°C \
9.1. Sporulation des souches sélectionnées

La croissance et la formation des spores d’actinomycetes sur des milieux gélosés sont tres
importantes pour plusieurs raisons telles que la production de métabolites secondaires et
divers protocoles de manipulation génétique (Micah et al., 2010). Les souches
d’actinomycetes sélectionnés sont cultivees sur le milieu de Bennett. La culture est incubée a
30°C pendant 5 jours. Apres la sporulation, les spores sont mises en suspension par I’addition
de 10 ml de I’eau distillée stérile et agitation manuel. La suspension sporulée va servir a
I’inoculation des milieux de culture d’extraction (Solis-Pereira et al., 1993). Le comptage des
spores a été estimé par mesure de I’absorbance a L = 620 nm a I’aide d’un spectrophotometre
UV-visible (Saci, 2012 ; Naglaa et al., 2017).La suspension de spores est diluée a I’aide
d’eau distillée stérile jusqu'a obtenir une densité optique DO = 1,5 qui correspond environ a
une concentration de 10’CFU/ml (Saci et Safane, 2015).
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9.2. Inoculation des milieux de fermentation

Le milieu de cultures précedemment prépares est inoculé par 5 ml de la suspension
sporale (10’spore/ml) de I’isolat d’actinomycétes sélectionné dans un Erlenmeyer de 250 ml
contenant 100 ml du milieu liquide a base d’amidon. Ensuite, ils sont incubées a30°C pendant
5 jours sous agitation continue a une vitesse de 120 rpm (Ragunathan et Padhmadas,
2010 ; Khwaja, 2011).

9.3. La fermentation submergée et extraction de I'enzyme

La fermentation submergée est une fermentation ou le substrat est soluble, permettant une
bonne solubilisation des composants de milieu. Aprés le 5°™ jour, la culture a été filtré a
travers du papier filtre Whatman et en présence de bicarbonate de calcium (CaCOs 0,05 M).
Le filtrat a été centrifugé a 4000 tours pendant 45 minutes pour éliminer le culot. Le
surnageant a été recueilli sous forme d'enzyme brute et utilisé pour I'estimation de I'enzyme
amylolytique et I’étude cinétique (Khwaja, 2011).

10. Etude de la cinétique des extraits enzymatiques

L’extraction est basée sur la libération les enzymes des cellules ou des constituants cellulaires.
Elle nécessite un éclatement de la paroi ou de la membrane cellulaire, par des méthodes
physico- chimiques (Laurent, 1982). Une filtration a eté effectuée pour séparer le mycélium
et récuperer le filtrat. Ce dernier a été traité par le bicarbonate de sodium 0,05 M (V/V).
Ensuite, une centrifugation a été établie pour extraire la fraction enzymatique. Le surnageant
est récupéré puis conservé dans des flacons a 4° C, pour tester I’activité enzymatique des
amylases (Oomah et al., 2011).

10.1. Dosage colorimétrique par la méthode de Biuret des I’extraits enzymatiques

En milieu alcalin et chaud le cuivre Cu*? réagit avec les liaisons peptidiques des protéines
pour former le complexe du biuret, de coloration violacée caracteristique (Doumas et al., 198
1). Les acides amines isolés et les dipeptides ne forment pas le composé coloré en presence de
cuivre (CuSOg4), car deux liaisons peptidiques adjacentes sont nécessaires. Il apparait une
coloration violet-rose devenant de plus en plus bleue. Cette coloration est due a la formation,
au niveau des groupes aminés libres, de complexes amino cuivriques. L'intensité de la
coloration est directement proportionnelle a la concentration en protéines. Le tartrate de
potassium et de sodium empéche la précipitation de I'hydroxyde de cuivre et I'iodure de

potassium (KI) empéche l'auto-réduction du cuivre.

0
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Mode opératoire

»  Préparer de la solution mére d’ovalbumine & 0,59/100ml d’eau distillée ;

»  Préparer des dilutions a partir de la solution mere: 0,1;0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7;
0,8;0,9 ;1 ml compléter a 10 ml d’eau distillée. Ajouter 4 ml du réactif Biuret ;

»  Agiter et incuber a 15 mn a température ambiante ;

»  Mesurer I’absorbance a une longueur d’onde 540 nm en utilisant un spectrophotometre
UV-visible ;

»  Ontrace la courbe de la densité optique en fonction de la quantité d’ovalbumine.

10.2. Etude cinétique des extraits enzymatiques

10.2.1. Préparation de la gamme d’étalonnage du glucose

Une gamme de dilution de glucose a été préparée pour mettre en évidence le sucre réducteur

libéré a partir de I’amidon apres I’hydrolyse enzymatique. Cette réaction est basée sur

I’intensité de la coloration du réactif Fehling en fonction de la quantité de sucres réducteurs.

Mode opératoire

La préparation des différentes dilutions (0,1; 0,2;0,3;0,4;0,5;0,6;0,7;0,8;0,9; 1) ont

été effectuées a partir d’une solution mere du glucose de concentration 1g/L.

Ajouter 1ml de tampon acétate de sodium a 0,5M ;

Ajouter 3 ml du réactif Fehling.

Chauffer les tubes pendant 5 minutes dans un Bain-marie & 40°C ;

Ajouter 3 ml dans les tubes laisser refroidir pendant 3 minutes environ ;

Mesurer I’absorbance DO a 540 nm en utilisant un spectrophotomeétre UV-visible ;

YV V. .V V V V

Tracer la courbe de la densité optique en fonction de la de glucose oxydé en umol

[DO =f[(C)].

10.2.2. La cinétique des extraits enzymatiques

La cinétique enzymatique a pour objet d'identifier et de décrire les mécanismes des réactions

biochimiques, catalysées par les enzymes des différents isolats (réaction enzymatique), a

travers la détermination les parametres cinétiques Km, Vmax et Vi a un pH constant et

température optimale (40°C) (tab. 5 annexe 3).

» Mode opératoire : 1 ml de I’extrait enzymatique est ajouté a 1ml de la solution du
substrat, apres agitation le mélange est incubé a 40°C pendant 30 minutes avec un tube
témoin représenté par le blanc. La réaction est arrétée par I’addition de 1 ml du réactif
Fehling et chauffé a 40°C pendant 10 minutes. Aprés refroidissement dans un bain de
glace, 10 ml d’eau distillée sont ajoutés. L’absorbance est déterminé a A = 540 nm

contre un essai a blanc. La concentration des sucres réducteurs correspondants est
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déterminée a partir de courbe étalonnage établie avec des concentrations du glucose
variant de 1 a 10 mg/100 ml. Les préparations des solutions réactifs Feheling, solution
du substrat et le tampon acétate sont détaillées en annexe II.
Remarque : La détection de sucre réducteurs a été estimée parla méthode de Fehling vu
I’indisponibilité du réactifs dinitrosalicilyque.
La détermination des parametres cinétiques des extraits enzymatiques d’amylase dans un
tampon acétate pH 5,2 est mis en évidence par la courbe de la gamme des dilutions du glucose
en présence du réactif de Fehling (Annexe2). La variation de la concentration en substrat
(amidon) dans le milieu réactionnel et dans des conditions optimales (pH et température)
permet de déterminer les parametres cinétiques Km et Vmax de I’amylase. Nous avons utilisé
la courbe d’étalonnage du glucose comme produit par I’équation de Michaelis-Menten pour
évaluer la constante vitesse initiale de la réaction de notre préparation enzymatique.
Vi =Vmax*[S]/Vmax+[S]
Vi : Vitesse initiale d’oxydation (umol.I.min™%);
Vmax : Vitesse maximale d’oxydation (umol.I't.min?);
[S] : Concentration en substrat (Amidon) (mol.I%);
Km : Constante de Michaelis (mol.IY); elle correspond a la valeur de [S] pour laquelle Vi =
Vmax/2.
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IV. Résultats et discussion

1. Isolement et purification des actinobactéries

L’isolement des actinobactéries myceéliennes effectuer sur le milieu amidon-caseine présent un
nombre important, plus de huit 8 isolats (fig. 9), par rapport et au milieu Bennett ou le nombre
est trés réduit. Les différentes souches montrent une variation morphologique qui vas étre
présenté et discuter ultérieurement. Le milieu amidon caséine présente les meilleures
caractéristiques physicochimiques pour I’isolement et le développement des actinobactéries.
Plusieurs travaux des auteurs comme Lakshmipathy (2010), Sudhanshu (2011), Palanisamy
(2013), ont travaillé sur I’isolement et la caractérisation des actinomycetes confirme que le
meilleur milieu pour I’isolement est I’amidon caséine, suivis par le milieu Bennett. Toutefois,
d’autres travaux ont confirmés que le milieu CAA est efficace pour I’isolement sélectif des
actinobactéries a partir d’écosystéme varie. Selon Sharma et al., (2011), ce milieu a permis
d’isolé environ 134 actinomycetes a partir des échantillons des sols Indian..

Figure 9: Observations macroscopiques des colonies d’actinobactéries a I’aide d’une loupe
binoculaire 4x10. A, B, C, D, E, F, G et H : Isolats de différentes formes et couleurs.

@
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D’aprés Sudhanshu (2011) et Palanisamy (2013), confirment que I’utilisation de bicarbonate
de calcium CaCO3 comme prétraitement des sols donne un bon isolement et augmente le nombre
des populations actinobactérienne dans le sol. Ce prétraitement a réduit le nombre des bactéries a
Gram négatif dans les échantillons des sols.

2. Caractérisation des actinobactéries

2.1 Etudes morphologique

L’observation a I’eeil nu, a la loupe binoculaire et au microscope optique des colonies isolé sur
les milieux caseines et Bennet montrent les mémes caractéristiques morphologiques des
actinobacteries mycéliennes décrit dans plusieurs travaux en particulier de Sudhanshu (2011) et
Rajesh Muthu (2013).

Les filaments du mycélium aérien et du substrat sont ramifiés, trés fins et de pigments diffusibles
de couleurs différentes. Au total plus de huit isolats sont obtenus dont trois 3 isolats sont
identifiés et caractérisés comme des Streptomyces sp sur la base de leur diversité culturale et
morphologique remarquée lors de I’observation (tab 6, fig 10).

Tableau 6 : Caractérisations macroscopiques et microscopiques des isolats des Streptomyces sp

. Milieu de Mycélium | Mycélium | Forme
Taille e .
culture Végétatif | aérien
Petite Bennett Creme Blanc Bombé
isolats des
Streptomycés sp | Moyenne | Caséine amidon Rouge Blanc Bombé
Petite Caséine amidon Marron Blanc Bombé

Les huit isolats obtenues sont des tailles différentes (petite, moyenne, grande) de formes
variables (lisse, bombé, aplatie etc.) et incrustées dans la gélose de couleurs différentes (jaune,
blanche, rouge etc.). Elles possedent un mycélium végétatif surmonté d’un mycélium aérien de
couleurs différentes jaune, blanche, marron, beige, verdatre, brun etc. L'aspect microscopique
indique que tous les isolats ont un aspect filamenteux ramifié ou non. Parfois, il est fragmenté,

comme certaines especes des actinobactéries.

2.2. Criblage primaire
Le criblage primaire a permis la sélection, la purification et la caractérisation de trois isolats de

Streptomyceés sp parmi les 8 isolats d’actinobactéries) (fig. 10).
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’ L. vl T = - L
Figure 10 : Trois souches isolées et purifiées de Streptomyces sélectionnés.

Le criblage des que trois souches isoler et purifier par les tests d’hydrolyse d’amidon révélent
des zones d’hydrolyse d’amidon trés important par rapport aux autres isolats (tab.7 et fig. 11).
D’aprés Aneja et al. (2003), I’index d’activité amylolytique a été calculé selon la formule

suivante.

Index d’activité amylolytique = Diamétre de la zone hydrolyse — Diamétre de colonie

Diametre d’hydrolyse

Tableau 7 : Présentation des résultats de diamétre de la zone d’hydrolyse et I’index d’activité

amylolytique des isolats du Streptomyces.sp.

Souches S1 S2 S3

Diameétre de zone en mm 15 1,6 3,2

Index d’activité amylolytique | 0,5330 | 0,571 0,843
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Figure 11: Tests d’hydrolyse d’amidon des trois souches de Streptomyces.sp d’actinobactéries.
D’aprés Rajshree et all. (2011), une réaction positive de la dégradation d’amidon du milieu,
signifie une production d’amylase par les bactéries. Les résultats obtenues sont positifs et se
manifestes par I’apparition des zones d’hydrolyses claires autours des cultures. Le diametre des
zones mesurées varient de 1,6 & 3,2 mm (tab.7 et fig. 11 et 12) La souche S3 présente une zone
d’hydrolyse d’amidon importante a celle des souches S2 et S1.

L’étude de la production de I’amylase des souches sélectionnees sur milieu de culture riche en
amidon donne des résultats intéressants, dont le calcul de I’index de I’activite amylolytique
révélé une importante variabilité. Une valeur maximale de 0,843 est enregistrée pour la souche
S3, caractérisée par un potentiel de production des amylases trés élevé par rapport aux autres
souches.

2.3. Aspect microscopique

Les observations microscopiques des six souches présentent des mycéliums de substrats former
de longs hyphes fins, ramifiés, non septés ni fragmentés et ne portant par de spores. A partir de
ces hyphes les souches développent un autre mycélium aérien par croissance apicale, moins
ramifié que celui du substrat. Il se différencie aux extrémités des hyphes en longues chaines de
spores de forme cylindrique, non mobiles et arrangées en structures sporange. Par manque de
moyens pour avoir des bonnes images, malheureusement, on n’a pas pu photographie les
détailles de la description microscopique. Bien que, la qualité de I’image de la figure ci-dessous

est trés faible, elle montre le mycélium aérien aux différents grossissements.
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Figure 12 : Observation direct de mycélium aérien au microscope optique (GX 40 et 100).
Beaucoup des travaux qui ont été établies sur la taxonomie, la physiologie, les produits naturels
des actinobactéries, la différenciation du mycélium et développement de Streptomyces sp
confirment les résultats obtenus. D’aprés Sabaou (1988) et Zerizer et al. (2005), et Beatriz
(2014), Toumatia (2015), Barka (2016), [I’identification actinomycetale productrice
d’antibactériennes isolées de sols rappellent le genre Streptomyces. Ils sont caractérisées par un
mycélium aérien (MA) dont les filaments produisent des chaines de spores plus ou moins
longues, portées par des sporophores relativement bien développes, et un mycélium du substrat
(MS) non fragmenté. Les mémes résultats sont obtenus sur Streptomyces sp isoler a partir du sol
de la région de Ouilis (W. Mostaganem).

2.6. Coloration de Gram

Les trois souches de Streptomyces examinées pour la coloration de Gram sont de Gram+.
D’aprées Aouiche et al.,(2012), et Bhagabati et all. (2015), Rosilma et all. (2016) et ils ont
confirmé que tous les actinobactéries sont de Gram positive (fig. 13).

D B T AR g |

Figurel3 : Coloration de Gram des trois souches de Streptomyces sp isolé.
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3. Tests physiologiques et biochimiques
Les résultats des différents tests physiologiques et biochimiques des 3 souches de Streptomyces
sp sélectionnées sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 8 : Tests physiologiques et biochimiques des isolats d’actinomycetes.

Caractéristiques ™ |S1 S2 S3
Les Souches
Hydrolyse de la caséine - + + +
Hydrolyse de I'amidon - + + +
Hydrolyse de la gélatine - + + +
Réduction des nitrates - - + +
Lécithinase et | Lécithinase - + + +
lipoprotéinase lipoprotéinase - - + |+
Production d'H>S - + + +
Recherche de Catalase - + + +
Dégradation de l'uree - + |+ n
L utilisation de citrate - - - -
L e VP - - - -
Les fermentations intermédiaires RM - " - -
TM: Témoin; S: Souche; (+): Test positif; (-): Test négatif; VP :
Vogues Prauskouer ; RM : Rouge méthyle

Une série de tests physiologiques utilisés par les taxonomistes pour la différentiation entre les
espéces des actinomycetes est retenue pour I’identification des souches isolées. Les résultats de
ses différents tests sont cités et discutés ci- apres.

3.1. Hydrolyse de la caséine

La présence d’halo d’éclaircissement autour de la culture signifie que les résultats sont positifs
pour toutes souches isolées de Streptomycetes (tab. 8 et fig. 14). Cette dégradation de caséine
est due a la présence de caséinase.

Figure 14 : Les résultats des tests d’hydrolyse de la caséine.
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Plusieurs travaux réaliser sur les actinobactéries prouvent que la plupart des souches
Streptomyces sp peuvent hydrolyser les caséines du lait (Mihaela et al., 2011 ; Palaniyandi et
al., 2013 ; Boughachiche et al., 2016).

3.2. Hydrolyse de la gélatine

Les résultats obtenues de ses tests sont positif, la gélatine du milieu a été dégrader par la
gélatinase sécrétés par les Streptomyceétes sp. Des zones claires correspondant autours des
cultures reflete une bonne dégradation de la gélatine. Les diametres de ses zones varient selon
I’espéce Streptomycetes sp, ou on a remarqué une forte hydrolyse de la gélatine par la souche S3
(fig. 15).

Figure 15 : Test positif d’hydrolyse de la gélatine en présence des Streptomyces sp.
Ces résultats ressemblent aux résultats des travaux de Won-Jae Chi et al. (2003), sur la présence
d’enzyme gélatinas chez les Streptomycetes sp.
3.3. Recherche de lécithinases et lipases
La figure ci-dessous (fig. 16) présente les résultats des tests de lécithinases et lipases, les

souches S1, S2 et S3 possedent I’enzyme lécithinase.

Figure 16 : Test positif d’hydrolyse de la Lécithine en présence des Streptomyces sp.

35




Chapitre 1V : Résultats et Discussion

La lécithinase permis de dégrader la lécithine. Les souches S2, S3 presentent des résultats
positifs avec le test. Les souches possedent les lipoprotéinase, qui sont des enzymes lipases qui
hydrolysent les triglycérides et les protéinases qui hydrolysent les lipoprotéines. Le résultat
présent une zone de protéolyse transparente traduit I’hydrolyse de la lécithine et une zone
d’opacification hydrolyse les lipoprotéines. Ces resultats sont similaires aux travaux de Das et al.
(2012), Minotto et al. (2014) in Cheriet et al. (2016).

3.4. Réduction des nitrates

Les souches de Streptomyces sp (S2, S3) (fig. 17) présentent un changement de couleur apres
I’ajoute des réactifs NR1 et NR2 qui indique que le test est positif. Les mémes résultats sont
indiqués par Boughachiche et al., (2016). Par contre, le résultat est négatif pour la souche (S1),
qui présente une couleur rouge aprés I’ajoute de la poudre de zinc. Ce résultat est identique aux
travaux de, Aouiche et al. (2012), sur I’activité antimicrobienne de Streptomyces sp des sols

d’origine saharienne.

Figure 17 : Résultats des tests réduction des nitrites pour les souches de Streptomyces sp.
3.4. Production de sulfure d'hydrogene (H2S)
Aprés I'incubation des souches pendant 14 jours sur le milieu TSI, I'apparition d'une coloration
noire dans le milieu signifie que les trois souches sont productrices de I’H2S, en présence du
témoin qui reste de couleur jaune (fig. 18).
Le sulfure d'hydrogene réagit avec les ions fer 111 (Fe*) du citrate de fer pour former un précipité

de sulfure de fer noir.
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Figure 18 : Tests positifs de production d'H2S avec les trois souches Stréptomyces sp.

Nous avons obtenues des resultats similaires aux travaux de Kuster et Williams (1964), et de
Tresner et Danga (2018), qui ont travaillées sur la production d'H>S par des espéces de

Stréptomyces sp.

3.5. Recherche de Catalase

L’examen de la recherche de catalase, montre un résultat positif. Tous les isolats des
Streptomyces sp, sont de catalase positive, I’appariation de bulles d air signifie la présence de
catalase. Le catalase est une oxydoréductase héminique qui catalyse la réaction du peroxyde

d'’hydrogéne H2Ozen eau et dioxygéne O (fig. 19).

Figure 19 : Tests positifs des isolats de Streptomyces sp.

Le test de la recherche de catalase est positif pour I’ensemble des isolats de Streptomyces sp.
Les chercheurs Tortora et al. (2003) in Abbes Samiha et Bouteraa (2017), Sudhanshu

Dwivedi et al. (2011) ont obtenus les mémes résultats.
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3.6. Dégradation de I'uree

Les tests de dégradation de I’urée obtenues sont positifs, les souches de Streptomyces sp S1, S2,
S3 possédent des uréases. Ces enzymes sont responsables de la dégradation de l'urée, avec
production de dioxyde de carbone et d'ammoniac. Ce dernier provoque une alcalinisation du

milieu, qui se traduit par le virage de la couleur du rouge orangé vers le rouge (fig. 20).

Figure 20: Tests positifs de dégradation de I’urée en présence des six isolats de Streptomyces sp.
Les mémes résultats sont obtenus par les chercheurs qui ont montrés que les souches de
Streptomyces sp peuvent dégradés I’urée (Baskaran et al., 2014).

3.7. L’utilisation de citrate

Les souches S1, S2, S3 de Streptomyces sp n'utilise pas le citrate de Simmons comme une source
de carbone, on n’a pas observée le virage de la couleur du milieu citrate vers bleue (fig. 21).

Les mémes résultats obtenus sur les Streptomyces sp sont publiés par Pathalam Ganesan et al.
(2017) et Harir Mohamed et al. (2017).

Figure 21 : Tests négatifs d’utilisation de citrate en présence des isolats de Streptomyces sp.
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3.8. Les réactions de VP et RM
Les tests de VP sont négatifs aucun changement de couleur des milieux enregistrés. Par contre,
les RM sont positifs, la couleur des milieux a virer vers le rouge (fig. 22). Les souches de
Streptomyces sp. (S1, S2, S3) assurent les réactions des acides mixtes en présence du réactif RM.
Les mémes résultats sont obtenus par plusieurs chercheurs Gouse Basha Sheik et al. (2017), et
Pathalam Ganesan et al. (2017).

Figure 22 : Tests négatifs de VP et positifs de RM avec les isolats de Streptomyces sp.
4. Production des extraits enzymatique des isolats Streptomycétes sp
4.1. Dosage des extraits enzymatiques par la réaction de Biuret
La méthode colorimétrique de biuret effectuée pour le dosage des protéines, et est exprimée par
la concentration des extraits protéiques des enzymes solubles dans le milieu liquide d’extraction
des isolats de Streptomyces sp. Cette quantification est réalisée grace au dosage des dilutions de

la proteine ovale albumine dans les mémes conditions opératoires (pH=5 et T=40°C) (Fig. 23).
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Figure 23 : Courbe de la gamme d’étalonnage de la protéine ovalalbumine.
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Les figues 23 et 24 représentent respectivement la gamme d’étalonnage d’ovale albumine et les
concentrations des extraits enzymatiques des trois isolats de Streptomyces sp.

Les résultats obtenus sur concentrations des extraits protéiques confirment les résultats des tests
d’hydrolyses. L’isolat de Streptomyces sp S3 renferme une concentration protéique supérieure

aux autres isolats S2 et Slavec des valeurs respectivement de 0,565 ; 0,184 et 0,112 g/l (fig. 24).
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Figure 24 : Concertations des extraits protéiques des trois isolats Streptomyces sp.
Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux obtenus par les tests des parameétres cinétiques
Km, Vmax et Vi qui seront abordés et discuté ci-dessous.
4.2. Cinétique des extraits d’amylasiques des isolats Streptomycetes sp
Les extrait enzymatiques des amylases obtenus a partir des isolats de Streptomycetes sp sont
utilises bruts, et dilués pour I’étude de la cinétique d’hydrolyse de glucose. Cette cinétique est
estimée par la technique colorimétrique de la réduction de la réactive liqueur de Fehling. Ceci
nécessite le dosant d’un sucre réducteur pur préparé a différentes concentrations comme le
glucose, avec le sucre réducteur libéré (glucose) par les extraits enzymatiques apres hydrolyse du
substrat I’amidon (fig. 25 et fig. 26).
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Figure 25 : Courbe de la gamme d’étalonnage du sucre réducteur pur le glucose.

La gamme d’étalonnage du sucre réducteur pur le glucose présente un coefficient de régression
positif R? = 0,96 trés proche de la valeur 1. Cela signifie que les différentes dilutions sont bien en

linéarité. Cette courbe va servir a estimer les quantités du produit libérer, aprés I’hydrolyse du

substrat I’amidon.

On a constaté une variation dans les activités amyliques des extraits enzymatiques des trois
souches en fonction du temps (fig. 26). Le dosage des produits libérés au cours des différentes
réactions présentent respectivement des valeurs supérieur de 1,38 et 1,043 umol de glucose /ml
pour les isolats S3 et S2. En effet, dans les essais a blanc (témoins) réalisés en absence des

extraits d’amylase, le substrat n’a pas été hydrolysé. Le réactif de Fehling garde sa couleur.

1.6+ [C] en sucre réducteurs
(umol/ml)

1.4

Sl

1,38
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Figure 26: Quantités du glucose libéré aprés hydrolyse d’amidon obtenus en présence des

extraits enzymatiques de Streptomyces sp.
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Cette méthode confirme que les extraits enzymatiques sont riches en amylases. Selon
Ragunatha et Padhmadas, (2013), les Streptomyces sont la source la plus commune de cette
enzyme.
4.3. Mesure des parametres cinétiques
Les courbes des cinétiques enzymatiques des extraits d’amylases des trois souches en fonction
du temps permettent de caractériser les activités enzymatiques par les constantes cinétiques (tab.
8, fig. 27). La variation de la concentration en substrat (amidon) dans le milieu réactionnel et
dans des conditions optimales (pH et température) permet de déterminer les parametres
cinétigues Km et Vmax de I’amylase. Nous avons utilisé I’équation de Michaelis-Menten pour
évaluer les constantes cinétiques de notre préparation enzymatique.

Vi =Vmax*[S]/Vmax+[S]
Vi : Vitesse initiale d’oxydation (umol.I"t.mint);
Vmax : Vitesse maximale d’oxydation (umol.I"t.min™%);
[S] : Concentration en substrat (Saccharose) (mol.I?);
Km : Constante de Michaelis (mol.I%); elle correspond a la valeur de [S] pour laquelle Vi=
Vmax/2.
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Figure 27: Cinétique enzymatique des extraits d’amylases en fonction du temps.
Les représentations graphiques expérimentales des résultats sont utilisées pour la détermination
des parameétres cinétiques Km et Vmax des extraits d’amylases de différentes souches.
D’aprés la figure ci-dessus, les extraits enzymatiques hydrolysent le substrat d’amidon
progressivement en fonction du temps. On remarque que les extraits des souches S2 et S3

présentent des densités optiques eleveées a celle de I’extrait de la souche S1 (fig. 27).

@



Chapitre 1V : Résultats et Discussion

Théoriquement, cette densité est proportionnellement a la concentration du produit de
I’hydrolyse d’amidon, qui le glucose. Grace a ces courbes cinétiques, les quantités des produits
sont obtenues en utilisant la courbe de la gamme d’étalonnage du glucose. La quantification des
produits permet de déterminer les vitesses des réactions et les concentrations du substrat
hydrolyser pour tracer les courbes Vi = f ([S]) et calculer les parameétres cinétiques (tab 9).

Tableau 9 : Parameétres cinétiques des extraits d’enzymes des isolats de Streptomyces sp.

Les souches Km Vmax mol I'min?t | Vi mol I'mint
S1 8,08x107 0,56x107 0,006
S2 0,19x10° | 0,19x1073 0,1
S3 0,15x107 0,20x107 0,13

Les valeurs du Km les plus faibles (0,19x10 et 0,15x10%) sont notés pour les souches de
Streptomyces sp. S2 et S3 avec des vitesses supérieures par rapport a la souche S1 (tab 9). Selon
Cheftel et Cheftel (1977), Cheriot (2007), et Mafart et bellard (2004), le Km traduit I’affinité
de I’enzyme avec le substrat, plus le Km est faible plus cette affinité augmente. Les souches de
Streptomyces sp. S2 et S3 présentent une bonne affinité avec le substrat amidon comparant avec
la souche S1.

Plusieurs travaux ont été réalisés sur les activités des amylases de Streptomyces sp. isolées du sol

confirment les résultats (Khwaja, 2011 ; Ragunathan et Padhumadas, 2013).
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Conclusion et perspectives

Les amylases réveillent une grande importance biotechnologique dans de nombreuses

industries tels : que I’agroalimentaire, pharmaceutique, chimies industrielle, I’écologie etc.

Gréce a leur utilisation potentielle et leurs diverses exploitations comme biocatalyseurs, ces

enzymes contribuent avec un apport de 30% du marche mondial de la commercialisation des

enzymes industrielles.

Dans ce travail, I’isolement et I’identification préliminaire des actenobactéries du sol de la

région de Abd Imalek ramdan (wilaya de Mostaganem) sur un milieu sélectif riche en amidon

révele un nombre relatif (plus de dix). Trois isolats (S1, S2, S3) sont retenus et caractérisés

sur la base des observations macroscopiques et microscopiques. Ces isolats sont identifiés, il

s’agit de Streptomyces sp. Le développement de ces isolats est plus ou moins rapide (7 a 10

jours), ils présentent des filaments septes, les surfaces des colonies sont lisses, poudreuses etc.

La couleur des trois isolats est differente (blanche, rouge et marron).

Le criblage des isolats par le test d’hydrolyse de I’amidon a parmi de sélectionné les isolats de

Streptomyces au tant que des souches productrices des amylases pour |’opération de

I’extraction de cette protéine.

Les extraits enzymatiques bruts des souches obtenu présentent des concentrations 0,112 ;

0,184 et 0,565 mg/ml respectivement pour les trois isolats (S1, S2, S3).

L’étude de la cinétique révele une variation dans les activités amyliques des extraits

enzymatiques des trois souches. Le dosage des produits libérés au cours des différentes

réactions presentent respectivement des valeurs supérieur de 1,38 et 1,043 pumol glucose /ml

pour les isolats S3 et S2. En effet, les valeurs du Km les plus faibles sont notées

respectivement pour les souches de Streptomyces sp. S2 et S3 (Km = 0,19x10 et Km =

0,15x107%) par rapport & I’isolat S1 (Km = 8,08x107%). Les valeurs des vitesses initiales sont de

0,006 ; 0,10 et 0,13 mol I*min respectivement pour les trois isolats (S1, S2, S3).

En fin, les résultats obtenus méritent une étude plus approfondie, dont il est souhaitable de:

> Purifier I’enzyme amylase et de la caractériser par les techniques telles que
I’électrophoreses et HPLC, etc.

> Suivre la croissance des deux souches actinomycétale S2 et S3 sur milieu optimisé, pour
déterminer leurs mécanismes de production de I’enzyme.

> Etudier les cinétiques des activités de I’amylase purifiée & des pH et températures
différents pour des utilisations industrielles.
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Annexe : Composition des Milieux de cultures et des solutions

I. Composition des Milieux de cultures et des solutions
1. Composition des Milieux de cultures
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2. Composition des solutions

2.1. Tampon acétate de Sodium a 0,05M

>
>
>

4,19 d’acétate de Na
100 ml d’eau distillé

Ajuster le pH a 4,7 avec I’acide acetique dilué.

2.2. Préparation de la liqueur de Fehling
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Résumé

Résume
Les amylases sont les principales enzymes impliquées dans la biodégradation de I’amidon. Ces enzymes
possedent divers applications industrielles. Dans cette étude, trois souches d’acténobacteries appartenant au
genre Streptomyces sp ont été isolées a partir du sol de la région de Ouilis (Mostaganem), et caractérisés
morphologiquement par des tests physiologiques et biochimiques. Les capacités des isolats a produire les
amylases qui dégrade I’amidon ont été déterminées sur un milieu de culture riche en amidon. La sélection des
souches productrices des amylases est établie par la mesure des diamétres des zones d’hydrolyses formées
autours des cultures. La quantification et la cinétique des extraits enzymatiques ont été effectues a des longueurs
d’ondes i =540 nm par des dosages colorimétriques
Les résultats des caractérisations macro, microscopiques et les tests physiologique et biochimique confirment
que les trois isolats d’actinobactéries appartiennent au genre Streptomycés sp. Les extraits enzymatiques bruts
des souches présentent des concentrations 0,112 ; 0,184 et 0,565 mg/ml respectivement pour les trois isolats (S1,
S2, S3). Le dosage des produits libérés au cours des différentes réactions d’hydrolyses des substrats présentent
respectivement des valeurs supérieur de 1,38 et 1,043 umol glucose /ml pour les isolats S3 et S2. Cependant, les
valeurs du Km, les plus faibles sont notées respectivement pour les souches de Streptomyces sp. S2 et S3
(0,19x107® et 0,15x10%) par rapport a I’isolat S1 (8,08x107%). Les vitesses initiale (Vi) des réactions sont de
0,006 ; 0,10 et 0,13 mol I"*min respectivement pour les trois isolats (S1, S2, S3). Les résultats obtenus méritent
une étude plus approfondie, dont il est souhaitable de purifier I’enzyme amylase et suivre la croissance des deux
souches actinomycétale sur milieu optimisé, pour déterminer leurs mécanismes de productions pour I’enzyme.
Mots-clés : Streptomyces sp, Amylase, constante Km ; Vitesse initiale Vi

Abstract
Amylases are the main enzymes involved in the biodegradation of starch. These enzymes have various industrial
applications. In this study, three strains of actenobacteria belonging to the genus Streptomyces sp were isolated
from the soil of the region Abdelmalek Ramdan (Mostaganem), characterized morphological and physiological,
biochemical tests. The abilities of starch degrading amylase by isolates were determined in a starch rich culture
medium.
The selection of the amylase-producing strains is established by measuring the diameters of the hydrolysis zones
formed around the cultures. Quantification and kinetics of the enzymatic extracts were carried out at
wavelengths p = 540 nm by colorimetric assays. The results of the macro-microscopic characterizations and the
physiological, biochemical tests confirm that the three isolates of actinobacteria belong to the genus
Streptomyces sp. The crude enzymatic extracts of the strains have concentrations of 0.112; 0.184 and 0.565 mg /
ml respectively for the three isolates (S1, S2, S3). The assay of the products released during the different
hydrolysis reactions of the substrates have respectively higher values of 1.38 and 1.043 pumol glucose / ml for
isolates S3 and S2. However, the Km values are the lowest for Streptomyces sp. S2 and S3 (0.19 x 10-3 and 0.15
x 10-3) relative to isolate S1 (8.08 x 10-3). The initial velocities (Vi) of the reactions are 0.006; 0.10 and 0.13
mol I-1min-1 respectively for the three isolates (S1, S2, S3). The results obtained deserve further study, it is
desirable to purify the amylase enzyme and monitor the growth of both actinomycetal strains on optimized
medium, to determine their production mechanisms for the enzyme
Keywords: Streptomyces sp, Amylase, Km constant; initial velocity
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