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Introduction

Les sols sont des habitats d’une grande diversité de microorganismes. Ils sont importants pour les
fonctions qui entretient des écosystémes (De Gannes et al., 2015).Une gamme de micro-organismes
peut établir des interactions entre les plantes soit bénéfiques ou nuisibles a la plante. Parmi ces
microorganismes, on trouve les actinomycétes qui sont des bactéries a Gram positif et filamenteux
qui se trouvent librement ou saprophyte dans différents habitats comme le sol, I’eau chaude, les
sédiments marins etc. Les actinomycetes permettent de produire certains types de métabolites
secondaires, antibiotiques anti- tumoraux, métabolites nutritionnels, pesticide et d’autres produits
industriels primaires trés important et largement exploités les enzymes. Ces métabolites sont divers

tels que les protéases, gélatinases, lécithinase, cellulase, uréases et surtout les amylases.

Toutefois, les amylases sont trés utilisées dans les applications biotechnologiques et les domaines
biomédicaux, les industries pharmaceutiques, alimentaire et chimique ( Pandey et al., 2000).Vu
I’importance de ces enzymes, le choix du sujet a porté sur ses amylases d’origine bactérienne. Nous
avons essay¢ d’étudier la capacité de quelques souches d’actinomycetes a produire les enzymes
amylases et évalué leurs actions protéolytiques vis-a-vis leurs substrat. Une méthodologie bien

défini a été suivie, afin, d’atteindre les objectifs qui ont été tracés :

=

Isolements des actinomycétes a partir des échantillons du sol de la région de la Mostaganem.

no

Criblage du pouvoir protéolytiques des souches isolées.

3. ldentification des isolats sélectionnés sur la base des criteres morphologiques,
physiologiques et biochimiques.

4. Lutilisation des isolats dans la production d’amylases et la mise en évidence de leurs
activités catalytiques.

5. Les résultats obtenus sont présentés et discutés avec certains travaux qui ont été réalisé.
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l. Généralité sur le sol

1. Définition du sol
Le sol est la couche superficielle de la lithosphére terrestre, leur épaisseur varie de quelques

centimetres a plusieurs metres .1l est constitué d’un mélange de matériaux minéraux et organiques,
qui sert de support naturel pour la croissance des plantes. Selon Wild (1993), le sol est un
environnement complexe caractérisé par une grande diversité d'organisme formé par la désagrégation
physique, chimigue et biologique au cours du temps de plusieurs facteurs génétiques (fig.1) :

4 La roche-mére sur laquelle s’est développé.

v Environnementaux tels que le climat, le relief et la végétation.

(m)
(@)
(m)

N

Roche meére (R) Formation d’un horizon Formation d’un Formation de ‘

colonisée par des d’altération (C) et horizon humifére (A) nouveaux horizons |
végétaux pionniers développement de la végétation proche de la surface et approfondissement

Figure 1 : formation du sol (Brady et al., 2002).

2. Diverse phase du sol
Le sol est de trois phases composées, la phase solide (minérale et organique), la phase liquide et la

phase gazeuse (Fig. 2) (White, 2006).
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B Matiere minerale (40-60%)
B Eau (20-30%)
5 A (10-25%)

B Matiere organique

Figure 2 : Proportion des principaux composants de sol en volume (White, 2006).

2.1. La phase solide

Elle représente la moitié au deux tiers du volume du sol. Elle est constituée a plus de 90% de minéraux
inorganiques primaires. La matiére organique, représentant environ 0,5 a 10 % du sol, elle est un
mélange complexe de composé solubles ou insolubles, provenant principalement des plantes,
animaux et microorganismes. Cette matiére organique est importante biologiquement, elle peut étre
une source d’énergie pour les organismes vivants. Chimiquement joue des roles importants dans la
sorption, les complexassions et I’adsorption de cations. Physiquement, elle donne une grande stabilité
au sol.

D’aprés Sposito (1989), on distingue deux fractions dans la phase solide :

A. La Fraction minérale : elle provient de la dégradation superficielle de la roche mere et des
processus physiques imposés par le climat (érosion par le vent, le gel, I’eau). Leur nature
dépend a la fois des roches sur lesquelles les sols sont formés (tab.1).

B. La Fraction organique : elle est définiec comme le produit de I’altération biologique
provenant du métabolisme d’€tre vivants (végétaux, animaux et microbiens). Cette maticre
carbonée est composée d’éléments principaux (C, H, O, N) et d’éléments secondaires (S, P,
K, Ca, Mg) (Basile et D’urso, 1997)
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Tab.1 : Dimension et propriété des éléments minéraux composant le sol (Hénin, 1976).

Eléments Diamétre Absorption  des | Rétention de | Permé
Minéraux (nm) ions I’eau abilité
Argile <2 Forte Forte Faible
Limon 2-20

Limon grossier 20 - 50 Faible Moyenne Faible
Sable fin 50 — 200

Sable grossier 200 — 2000 Nulle Nulle Forte

2.2. La phase gazeuse
La phase gazeuse (atmospheére du sol), occupe les pores du sol non envahis par la phase liquide. Il
contient généralement de 18 a 20 % d’O2, mais la teneur en O, peut chuter de 2 a 0 % au voisinage
des racines. La teneur en CO; peut varier de 0,3 a 5 %, elle peut atteindre et méme dépasser les 20 %
dans certains cas. L'atmosphere du sol contient N2, H.O vapeur, mais elle contient aussi trés souvent
d'autres gaz produits biologiquement tels que : NO, N2O, NHs, H> ou CHas.La composition de cette
phase est determinée par :

v’ Les échanges avec I’atmospheére par diffusion moléculaire couplée a la volatilisation et a sa

dissolution.

v’ La respiration des organismes vivants,

<\

Les échanges avec la solution du sol.

v’ Les apports de diverses substances organiques volatiles, qu’ils soient volontairement (les
traitements avec des pesticides gazeux) ou accidentels (dépbts de déchets industriels
incontrolés).

2.3. La phase liquide
Cette phase est désignée par la solution du sol. L’eau est retenue principalement dans les pores ou par
interaction avec les minéraux argileux. La quantité d’eau retenue dépend de plusieurs facteurs : la

nature est les constituants du sol, sa structure et des conditions climatiques (la température, humidité)
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il occupe une partie importante de la porosité du sol , qui correspond a de I’eau infiltrée qui par

percolation se charge en gaz dissous ( 02, c0z ).

en substances minérales dissoutes et en particules en suspensions colloides (Na*, Mg?*, K*, Cl etc.).

Elle véhicule les substances nutritivesNO3znécessairesaux organismes vivants (Bruand et al.,1996).

3. Différents horizons d’un sol

D’apres Michel et al. (2011), on distingue plusieurs types des horizons tels que :

v

L’horizon O : Horizon organique formé en milieu aérobie. Située dans la partie
supérieure du sol constitué de débris végétaux plus ou moins transformés

L’horizon A : Horizon organo-minéral, il contient en mélange de la matiére organique
et de la matiére minérale, située sous I’horizon O ;

L’horizon L :Horizon labouré, dont la morphologie et le fonctionnement sont liés a
une partie agricole ;

L’horizon J : On distingue deux types d’horizon Js qui contient peu de maticre
organique et Jp dépourvu ;

L’horizon S : Horizon structural, si¢ege des minéraux primaires, de libération d’oxy-
hydroxydes de fer, et décarbonations ;

L’horizon E : Horizon éluvial, appauvri en fer ou minéraux argileux ou aluminium,

avec accumulation en minéraux résistants.

4. Les caractéristiques et propriétés des sols

4.1. Propriétés physiques du sol

4.1.1. La structure

Musy et al.(1991), définie de la structure selon deux approches complémentaires : la premiére se base

essentiellement sur le mode d’arrangement des éléments constitutifs de la phase solide du sol et la

seconde s’oriente vers la description du réseau des agrégats générée par la structuration du sol. Pour

les deux approches, I’analyse se base essentiellement sur des criteéres géométriques dont 1’évolution

se fait par des méthodes non destructives.

La structure selon leur mode de formation et d’arrangement des éléments sont classées en cinq

grandes catégo

ries (Baize et Jabiol, 1995).

v Absence d’agrégats : structures observées dans des matériaux organo-minéraux, on distingue

la structure massive ou cohérente, la structure particulaire ou élémentaire (fig. 2).

v Présence d’agrégat arrondis : cette structure est favorable a la fertilité du sol, telle que la

structure grumeleuse (fig. 2)
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v Présence d’agrégats a arétes anguleuses : Les structures de ce type résultent de processus

physiques touchant les argiles, comme les alternances de gonflement. On a la structure

Particulaire

Prismatique

Polyédrigque

Figure 3 : Différentes structures de sol (Soltner et al., 2003).

4.1.2. La texture
D’apres Gobat et al.(2003) et Girard et al.(2005), la texture renseigne sur la gamme de tailles des
particules élémentaires du sol d’une maniére qualitative (matériau, sol grossier et rugueux ou fin et
moelleux) et quantitative (proportion des divers tailles des particules). Deux catégories sont
respectivement désigner :

v Un sol a texture fine ou légeére si les particules sont petites (<2 um).

v Un sol a texture grossiere ou lourde, comportant des particules suffisamment grandes (Hillel,

1984) comprises entre 2 et 50um (Gras, 1988).

Les matériaux du sol peuvent étre classés selon la nature organique ou minérale et selon le type de
I’altération qu’il a subis (Gobat et al, 2003).
Chaque matériau est désigné par sa classe texturale déterminé sur la base des rapports de masse de
trois fractions : sable, limon et argile (fig.4) (Gigard et al., 2005).
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Figure 4 : Diagramme triangulaire des classes texturales de sol d'apres les dimensions des
Particules (Univa, 2005).

4.2. Propriétés chimique du sol
4.2.1. La Matiere organique
D’apreés Duchaufour (1984), la matiére organique est I'ensemble des composés carbonés et azotés
issus de la dégradation des produits de la faune et de la flore de la surface et du sous-sol. Elle englobe
toute substance organique, vivante ou morte, fraiche ou décomposée, simple ou complexe, a
I’exclusion des animaux des racines vivants dans le sol. Selon les auteurs suivants Mustin, (1987),
Musy et al. (1991), Soltner, (2003), Petit et Jobin, (2005) et Anonyme, (2010), il existe différents
types de matiére organique tels que :

v Le fumier :Fermentation d’un mélange de litiére et de déjections animales ;

v Lallitiére : Résidus végétaux et animaux qui se déposent a la surface du sol ;

v Le lisier : Mélange des déjections solides et liquides des animaux qui ne contient pas de

litiére ;
v' L’engrais vert : Source d’éléments nutritifs azoté pour les plantes ;
v Le compost : Produit riche en humus, issu de la décomposition rapide de toutes les matiéres

organiques
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4.2.2. La couleur du sol

La couleur des sols provient le plus souvent des couleurs des oxydes de fer ou de la matiére organique
qui recouvrent les surfaces des particules du sol. Les surfaces des sols en couleurs foncées (noir)
présentent un indicateur de la fertilité. Toutefois, la couleur de la matiere organique est plus foncée
(brune a noir), cette couleur domine en surface que celle des oxydes de fer dont leurs couleurs varient
du jaune, rouge a brune. Vers le bas, les couleurs des oxydes de fer et parfois des oxydes de

manganeése sont tres noirs et dominent (Wopereis et al., 2008).

4.2.3. PH du sol

Le pH renseigne sur le processus pédogénétique, ainsi que sur son état trophique. C’est une grandeur
utilisée en foresterie ou agronomie (Antoni, 2014).1l a un objet de quantifier la concentration des ions
H+ dans les solutions de sol. On peut déterminer deux mesures de pH pour chaque échantillon de
terre : Le premier nous renseigne sur 1’acidité effective de la solution ; le second a pour objectif est

de déloger les ions H+ de la CEC, et renseigne sur 1’acidité potentielle.

4.2.4. Evolution de la matiere organique dans le sol

L’évolution de la matiére organique dans le sol passe par plusieurs étapes. Chaque étape joue un role

important dans décomposition et la transformation, on distingue :
A. Minéralisation primaire (M1) : Elle concerne la minéralisation de la matiére
organique fraiche. Les molécules organiques sont transformées en éléments simples : gaz
carbonique (CO2), azote minéral et éléments minéraux (K*, Ca™, NOs'etc.). La majeure
partie de cette décomposition est réalisée par des microorganismes hétérotrophes (Feller,
1994) (fig.5).

B. Humification : Selon Duchaufour (1968), I’humification s'effectuée en deux phases
:La premiére est une transformation « biochimique » plus ou moins rapide de lamatiere
organique fraiche qui donne naissance & un humus « labile » a liaison peuétroite avec la
matiére minérale, souvent faiblement polymérisée (Duchaufour, 1968).La seconde phase
est une évolution lente, liée aux conditions extérieures, en particulier au facteur

climatique(fig. 5).
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C. Minéralisation secondaire (M2) : Elle aboutit a la libération de substances nutritives
par désagrégation et dépolymeérisation successives des matiéres organiques stabilisées
(Duchaufour, 1984) (fig. 5).

; - Décomposition
Matiére organique fraiche | _ _ _ SR »  Composés simples
microbienng p
, |
.’ I
Humification Minéralisation primaire
Pid ’ !
’ I
#
¥ ‘ ’ '
Humus o o AT -
-------------- + (0,505,205, NH; NOy .
Minéralisation secondaire

Figure 5 : Evolution et décomposition de la matiere organique fraiche dans le sol
(Calvet, 2003).
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II. Caractéristiques et importances des Actinomycetes
1. La microflore du sol
D’apres Henri et al. (1969), le sol constitue 1’habitat de la plus grande diversité d’organismes vivants.
Plusieurs milliers d’especes de microorganismes et vivent dans les sols, a partir des les
microorganismes invisibles a I’ceil nu, jusqu'a la macrofaune.
Selon Hoorman et Islam (2010), la microflore tellurique est principalement dominée par les
bactéries dont les actinomycétes représentent un groupe important, suivie par les champignons, les
algues et les protozoaires (tab.2).

Tableau 2 : Nombre des microorganismes du sol sur une profondeur de 0 & 15 cm.

Microorganismes Nombre (g/sol) Biomasse (g/m2)
Bactéries 108-10° 40-500
Actinomycétes 107-108 40-500
Champignons 10°-10° 100-1500
Algues 10%-10° 1-50
Protozoaires 10%-10° Variée

1.1. Les champignons

Les champignons du sol peuvent étre des champignons supérieurs (basidiomycétes et ascomycetes),
des levures ou des champignons inférieur regroupés sous le nom de moisissures (Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Mucor, etc.). lls sont hétérotrophes et leur nombre varient de
10° & 10° cellules/g de sol (Maier et al.,2000). Les populations fongiques exigent la richesse du sol
en matiere organique. Dans les sols riches, elles oscillent entre 1 et 2 tonnes & I'hectare. Les
champignons interviennent principalement dans la dégradation des sucres complexes (cellulose,
lignine) et dans les processus d'ammonification (dégradation des matiéres azotées).

La grande majorité de ce groupe microbien est saprophyte, mais un bon nombre d'espéces sont des
parasites redoutables. Certaines espéces vivent en symbiose avec les plantes supérieures (ex : les
mycorhizes). lls leurs apportent des éléments nutritifs, essentiellement comme le phosphore tres utiles
a leurs croissances et d’autre part, ils renforcent leurs défenses naturelles vis-a-vis le stress biotique

ou abiotique (Alexander, 1977)
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1.2. Les algues

Les algues sont photo-autotrophes et sont surtout présentes sur la surface du sol pour recevoir un
minimum d’éclairage nécessaire pour la photosynthése .Certaines sont hétérotrophes (Euglénes)
peuvent vivre plus profondément. De nombreuses algues sont entourées d'une couche mucilagineuse
abritant de nombreuses bactéries. Elles sont de 1’ordre de 5000 a 10000 cellules/g de sol (Maier et
al., 2000).

Selon, Wild (1993), quatre groupes majeurs des algues sont retrouvés dans le sol, il s’agit des algues
vertes, vert-jaune ou rouges et des cyanobactéries. Elles participent aux processus de formation de
sol, certaines especes ont la capacité de fixer ’azote. Leurs formes dans le sol sont généralement plus
petites que celles des aquatiques, la plupart sont cosmopolites (ex : Hantzschia amphioxys, des
especes de Nostoc, Chlamydomonas, Stichococcus, Zygogonium, Phormidium).

1.3. Les protozoaires

Ce sont des premieres formes animales les moins évoluées. lls présentent une diversité morphologie
(de dimensions, de structure et de fonctions). Elles sont caractérisées par leur forme unicellulaire et
la mobilité de la plupart d’entre eux (Dommergues et Mangenot, 1970). Les formes les plus
nombreuses sont aquatiques, d’autres végetent 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).La plupart sont hétérotrophes ; ils
se nourrissent de bactéries, de levures, de champignons et d’algues, ils peuvent étre impliqués dans
la décomposition de la matiéere organique (Wild, 1993 ; Maier et al., 2000).

1.4. Les bacteries

Les bactéries aérobies du sol participent essentiellement dans les réactions d'oxydation de la matiére
organique. En outre, les anaérobies assurent les réactions de réduction au cours de fermentations. Les
hétérotrophes peuvent étre saprophytes, elles minéralisent la matiere organique morte (nécromasse),
d'autres sont appelées « humifiantes » (Vitousek, 1991).

Les bactéries autotrophes sont capables de tirer leur énergie et leurs éléments nutriments essentielles
a partir de substances minérales .Dans le sol, un nombre considérable de ces derniéres jouent un role
important, en particulier dans les cycles biogéochimiques. Parmi celles intervenant dans le cycle de
I'azote, on peut citer les bactéries nitrifiantes (Nitrosomonas, Nitrosococcus), nitriques (Nitrobacter)
et Certaines bactéries dénitrificatrices qui respirent les nitrates en anaérobiose en libérant le N2. Les
bactéries semi-autotrophes assimilent une source d'azote minérale et une source de carbone organique
et fixent I’azote. Certaines sont libres dans les sols (Azotobacter, Clostridium), d'autres vivent en
symbiose, par exemple avec les légumineuses (Rhizobium). Quelles les bactéries soient autotrophes,

hétérotrophes, aérobies ou anaérobies, toutes exigent des conditions abiotiques assez strictes : un pH
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neutre, une humidité moyenne, une température plutdt basse (bactéries psychrophiles) et différents
oligoéléments (Vitousek, 1991).

1.5. Les actinomycetes

1.5.1. Généralité

Les actinomycétes sont défini comme des bactéries filamenteuses, septées, ramifiées, formant des
colonies circulaires constituées d'hyphes, qui irradient par croissance centrifuge tout autour du centre
de développement ,cela explique leur dénomination «<Actinomycétesy> (Dommergurs et Mangenot,
1970 ; Aouar, 2006).

Etymologiquement, le mot Actinomyceéte a été dérivé des mots grecs « Aktis» qui signifie rayon et «
mykes» qui veut dire champignon. Généralement ,ils sont souvent été confondus avec les
champignons (eucaryotes), du fait de 1’allure mycosique des maladies qu’ils provoquent et aussi de
leurs morphologies fongoides. Leurs propriétés chimiques, physiologiques et immunologiques,
permettent de les classifier parmi les procaryotes (Perry et al., 2004). Les Actinomycetes ont été
considérés comme un groupe intermeédiaire entre les bactéries et les champignons, avec toutefois des
filaments «des pseudos mycelium» qui ont un diamétre deux fois plus faible (0,5 a 1,2um) que ceux
des champignons. Ces procaryotes, sont caractérisés par une morphologie typiquement bactérienne
telle que les formes simples Mycobacteriacées, ainsi que, leurs sensibilités aux attaques des
actinophages, aux antibiotiques antibactériens et aux lysozymes. Actuellement, ce probleme est
résolu et ce groupe de microorganismes est définitivement classé parmi les procaryotes (Lansing et
al., 2003), toutefois, ces microorganismes présentent des similitudes a la fois avec les bactéries et
avec les champignons (Perry et al., 2004).

Les Actinomycetes sont des bactéries de coloration Gram positif dont le coefficient de Chargaff est
supérieur a 55%, généralement compris entre 60-70 %. Ce sont des bactéries hétérotrophes, ainsi leur
paroi cellulaire ne renferme pas ni la chitine, ni la cellulose mais du peptidoglycane contenant la
lysine ou de I’acide diaminopimélique (Prescott et al., 2010).

La plupart des Actinomycetes sont toujours immobiles, certains types produisent des spores flagellés,
permettant leur désertion dans les habitats aquatiques (Boucheffa, 2011).

Elles constituent une proportion importante de la microflore tellurique respectivement (10%-
108UFC/ml) et (107-10% UFC/mI) (Shrivastava et al., 2008 ; Hoorman et Islam, 2010). Une grande
difficulté de la classification des actinomycetes existe, elleest généralement basée sur les caracteres

morphologiques et la couleur du mycélium aérien et végétatif.
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1.5.2. Taxonomie

Les actinomycétes appartiennent au regne des Procaryotes, a la division des Firmicuteset a 1’ordre
des actinomycétales, ce dernier est divisé en 10 sous ordres Actinomycineae, Micrococcineae,
Corynebacterineae,Micromonosporineae,Propionibacterineae, Pseudonocardineae,
Streptomycineae,Streptosporangineae,Frankineae et Glycomycineae (Larpent, 2000).

En se basant sur les caractéristiques de la paroi : le type de ’acide diamino-pimélique, la présence de
la glycine dans les ponts inter-peptidiques et le contenu en sucres du peptidoglycane (Lechevalier ,
1980).

D’autres propriétés morphologiques et génétiques précieuses sont utilisées dans la taxonomie des
actinomycetes, telles que, la couleur des mycéliums et des sporanges, la disposition des
conidiospores, le pourcentage en GC de I’ADN, la composition en phospholipidique des membranes
cellulaires et la résistance des spores a la chaleur (Prescott et al.,2003).

Les bactéries associées au groupe des actinomycetes filamenteux sont toutes treés proches d’un point
de vue phylogénétique (Madigan et Martinko, 2007).Des techniques plus nouvelles ont été
appliquées a la taxonomie des Actinomycétes, la comparaison des séquences de ’ARNr 16S s’est
révélée précieuse (Prescott et al.,2003).Une autre technique consiste a extraire des fragments d’ADN
digérer par des enzymes de restriction, séparer et comparer par la technique d’électrophorése en
champ pulsé (Prescott et al.,2003).

Cependant, la classification traditionnelle, comportait quatre grandes familles a été profondément
remaniée par les techniques nouvelles citées ci-dessus.

Actuellement, dans I’ordre des Actinomycétales, plus de trentaine familles telles que
Mycobactériacées, Actinomycétacées (ou Proactinomycetes), Streptomycétacées, Actinoplanacées
(fig. 6) (Henri, 1969).

1.5.2.1.Mycobacteriacée

D’apres Krasilnikov, (1958), elles renferment les Actinomycétes dont la morphologie est voisine de
celle des bactéries.Les mycobacteriacées different de toutes les bactéries et autres Actinomycetes
parleur acido-résistance grace a la présence de substance cireuse présente dans leurs cellules. Cette
famille est représentée par un seul genre Mycobacterium qui renferme plusieurs espéces pathogénes,
dont la plus connue est Mycobacterium tuberculosis, agent de la tuberculose.

1.5.2.2.Actinomycétacées (ou Pro-Actinomycétes)
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Cette famille est représentée par les genres Nocardia et Actinomyces. Le genre Nocardia comprend

de nombreuses especes trés répandues dans le sol. Les colonies, difficiles a distinguer des colonies
bactériennes (fig. 6) (Alexander, 1977).

Themnoactinomyses [ Micropolyspora
) £
wr

Dactdosporangium

Microellobospora

hicrobispora

Streptosporangium

SN

Actinoplanes
Streptomywces

Figure 6 : Principaux genres dans les Actinomycetes (Stanier, 1965).

1.5.2.3. Les streptomycétacées

Le genre Streptomycesest tres répandu dans le sol ou il représente souvent 70 a 90 % des
actinomyceétes. Il se distingue des Nocardiapar leur mycélium végétatif persistant quel que soit le
stade de développement et une reproduction par des conidies en chaine. Les colonies de
Streptomycescomprennent un mycélium végétatif tres serré, implanté dans le milieu et un mycélium
aérien, plus lache, daspect poudreux, formé d’hyphes terminés par des conidies en chaines. Le genre
Micromonospora est caractérisé par un développement faible ou nul du mycélium aérien ; les
conidies, isolées ou en grappes, sont portées directement par le mycélium végétatif (fig.6 cité ci-
dessous). Les différentes espéces, pour la plupart thermophiles, se développent surtout dans les
fumiers et les composts (Stanier, 1965).

1.5.2.4. Les actinoplanacées

Les espéces appartenant a cette famille ont un cycle qui présente un stade mobile (sporangio spores

mobiles). Le genre Actinoplanes est aquatique (fig. 6) (Stanier, 1965).
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1.5.3. Caractéristique des actinomycetes

1.5.3.1. Morphologie

La morphologie des différents groupes d’actinomycetes varie de simple bacille diphtéroide a des
formes mycéliennes complexes (Gottlieb, 1973). Certains peuvent présenter un mycélium
développant sur et dans les milieux. Mycélium végétatifs, ou de substrat constitué par des hyphes,
qui pénétrent dans le milieu ou se propagent a sa surface ainsi quela présence ou non de mycélium
aérien (MA) (Michel et al., 1991). Les couleurs du MA, du MS et de des pigments diffusibles (en cas
de production) sont déterminées a 1’aide d’une charte de couleur (Kelly et Judd, 1976).

Le mycélium de substrat est dénommé mycélium primaire. Sa couleur varie du blanc ou pratiquement
incolore. Cette formation montre la capacité des actinomycétes a dégrader la matiére organique
insoluble gréce a leurs enzymes extracellulaires (fig.7) (Locci, 1976).

Figure 7: Apparence d'isolats d'Actinomycetes sur milieu caséine amidon (Boudia, 2019).
A : Mycélium de substrat (MS).
B : Mycélium aérien (MA).
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1.5.4.La répartition et les exigences des actinomycétes dans la nature
1.5.4.1. La répartition des actinomycetes
Le tableau 3 montre que les actinomycétes colonisent une large variété d’habitats. Ils sont capables

de se développer sur une large gamme de substrats (Williams et al., 1983 ; Lechevalier,1986).

Tableau 3 : La répartition des Actinomycetes dans la nature (Williams et al., 1983).

Genre Habitats

Actinomadura Sol

Actinoplanes Sol, eau, litiere

Streptosporangium

Theremomonospora

Frankia Nodule de racines
Microbispora Sol

Micromonospora Sol, eau

Nocardia Sol, eau

Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiére
Saccharomonospora Matiére en decomposition
Streptomyces Sol, eau, litiere

Sol
Matiere en decomposition et fermentation

v Dans le sol :Contrairement aux sites exposés a des conditions trop extrémes, le sol reste le
réservoir principal des Actinomycétes spécialement dans les sols alcalins et les sols fertiles
riches en matiére organique(Lansing et al., 2003).Les premiéres souches d’actinomycétes ont
été isolées par COHN en 1875 et NOCARD en 1888 (In Boucheffa, 2011) de sources
humaines et animales respectivement. Le tableau ci-dessous montre la fréquence des divers
genres d’ Actinomycétes dans le sol (Leveau et Bouix, 1993). Ces Actinomycetes produisent
principalement des substances spécifiques responsables de 1’odeur caractéristique des sols,

telles que la géosmine et le 2-méthyl isobornéol (Dommergurs et Mangenot ,1970).
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Tableau 4 : Fréquence des divers genres d’actinomycétes dans le sol (Leveau et Bouix,

1993)

Genres Pourcentages %
Streptomyces 95, 34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporagium 0,10
Actinomadura 0,10
Microspolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0,04

v' Dans le milieu marin :Selon certains auteurs, les souches d’actinomycétes isolées des
milieux marins présentent que des formes terricoles adaptées a la salinité de I’eau. D’autres
part, il existe une flore d’actinomycétes propre aux sédiments marins caractérisée par sa
barotolérance, son halophile a une température optimale faible. Certaines souches
Nocardioformes isolées a plus de 2000 m de profondeur se développent sous les pressions
hydrostatiques de 500 bars en présence d’eau de mer a 18°C (Weyland, 1981).

v' Eaux douces : Certains genres d’Actinomyceétes préférent les eaux douces, comme les
Micromonospara qui sont abondants dans les lacs .Des souches d’Actinoplanes et de
Streptosporangium ont été facilement isolées, ils se trouvent essentiellement dans les lacs
extrémement alcalins, les lacs salés. Par contre, ils sont absents dans les eaux miniéres tres
acides (pH <1) et les sources thermales trés chaudes d’origine volcanique. (Boucheffa,2011
; Gerard et al., 2001).

v Air : Lair est un moyen de transport. pour les Actinomycétes, mais il n’est pas un habitat. A
’aide des spores des Actinomycetes dispersées dans la poussiere dans 1’air, elles se déplacent
par le vent (Michael et John, 2007).

v Les composts : La décomposition biologique thermophile de déchets organiques en présence
d’oxygene et dans des conditions controlées, sous 1’action de micro et macro-organismes
produit du compost. Ce dernier est composées entiellement de la matiere organique de type
humique stable et de composés minéraux (Mustin, 1987).Certaines actinomycetes
thermophiles sont isolés de ces composts, comme le genres Thermoactinomyces,
Sacharomonospora et d’autre thermotolérants tels que Microbispora,Micropolyspora,
Pseudonocadia (Ensign et al.,1993 ; Lacey, 1997 ; Song et al.,, 2001
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Les actinomycetes sont tres actifs dans les attaques des polymeéres résistants comme la

cellulose, I'némicellulose et la lignine en stades finale du compostage.

1.5.4.2. Les exigences des actinomycétes

Dans le sol, les actinomycetes sont influencée par les conditions abiotiques et abiotiques telles que
I’humidité, la température, le pH, la salinité, le type de sol, la profondeur dans le sol, la nature et
I’abondance de la matiére organique et la végétation du sol (Basilio, 2003).

v' Le taux d’humidité : a des taux faibles jusqu'a modérés d’humidité dans des sols, des
actinomycétes ont été isolés, ce qui explique leurs présence dans les sol semi-arides (Oskayet
al. 2004 ; Prescott et al., 2007).

v/ La température : Les actinomycétes sont des mésophiles et thermophiles comme le genre
Thermoactinomyces dont la température optimale est de50 a 60°C. Ils ont été observés grace
a leurs spores qui résistent a une température de 90°C pendant 30 minutes et par la résistance
a la novobiocine (25 pg /ml). Le genre streptomyces comporte aussi des especes thermophiles
comme Streptomyces thermocoprophilus et méme psychrophiles (Holt et al., 1994 ;Kim et
al., 2000).

v Le pH : La majorité des actinomycetes du sol présentent une croissance optimale a pH neutre
ou légérement alcalin, ils peuvent se développent dans un pH compris entre 5 et 9 (Lee et
Hwang, 2002). Certains travaux ont montré 1’existence d’actinomycétes acidophiles qui
différent morphologiquement des especes neutrophiles comme Streptacidiphillus jiangxiensis
et Streptacidiphilus oryzae (Basilio, 2003 ; Huang et al., 2004) (Wang et al., 2006).

v" Rapports avec ’oxygeéne : Les actinomycetes sont généralement aérobies mais certains
genrespeuvent étres anaérobie facultatifs voir méme anaérobies stricts comme est le cas du
genre Actinomyces (Actinomyces meyeri ,Actinomyces israelii).

v' Matiere organique : Le taux des actinomycetes est corrélé positivement avec le taux de
la matiere organique, quelque soit le taux de la salinité. Cela a été rapporté par plusieurs
auteurs tels que Henis en 1986 et Lee et Hwang en 2002
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1.5.5. Mode de reproduction
Les actinomycétales présente un cycle biologique qui ressemble a certains champignons. Ce cycle est

composé de plusieurs étapes (fig. 8) (Floyd et al.,1987 ; Sanglier et Trujillo,1997).

Spore
e
Chaines de spores MNowrelle génération Germination de la spore
" Cycle de vie des
Streptomyces

Sporulation

Croissance du Mycélium
du sub sirat

Ty g
. -
5 \ : Croissance du !
5 ') mycélium aérien
s ™ e e 3
1_=L Mycélium aérien Mycélium du substrat

Figure 8 :Cycle de vie des Streptomyces (Jim Hunter, 2007).

v' Germination des spores : On distinguées 1’étape de I’activation, I’initiation, 1’émergence du
tube germinatif et sa croissance.

v' Mycélium primaire : Le tube de germination donner des hyphes qui se ramifient, ce
développant sur et dans le substrat. Il est dénommé mycélium primaire, mycélium vegetatif
ou mycélium de substrat. Il peut étre pigmenté et forme des parois transversales isolant les
zones les plus agées. 1l peut se fragmenter chez certaines bactéries du genre Nocardioformes.

v" Mycélium secondaire : Ce mycélium secondaire aérien va se développer sur le mycélium
primaire. Ces hyphes sont peu ramifiées et pourvues d’une enveloppe hydrophobe, elles sont
plus épaisses que les hyphes primaires, ou se forment des spores. Ce mycélium est peut étre
pigmenté en gris, vert, rouge etc.

v' Formation des spores : Les spores des Actinomycetes peuvent étre classé en deux groupes
principaux selon leur mode de formation : exospores et endospores, ces spores permettent la
propagation de I’espéce et la survie dans des conditions défavorables (Kitouni, 2007 ;Loucif,
2010).
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a)

b)

Les endospores : Les Actinomycetes thermophiles développent des endospores, a
I’inverse des exospores, les endospores contiennent de l'acide dipicolinique & une
concentration de 6,5 a 7 %. Cet acide peut étre associe a des ions de calcium et magnésium
ce qui confére une résistance a la chaleur des spores. Les endospores sont issues d’une
réorganisation cytoplasmique et de la formation d’une nouvelle paroi dans 1’hyphe
existant. chez les Actinomycetes Actinoplanes et Pilimelia, des zoospores mobiles
(pourvues de flagelles) se forment a I’intérieur d’un sac fermé appelé sporange (Getha et
al., 2005 ;Kitouni,2007 ).

Les exospores : Les exospores formée sur le mycélium aérien ses Actinomycetes peuvent
avoir des formes trés variables, elles se développent par septation des extrémités des
filaments, en réponse a une privation en éléments nutritifs (Perscott et al., 2007 ;
Boudemagh, 2007).La plupart ne sont pas résistante a la chaleur, mais contient des
quantités plus importantes de potassium, calcium, manganése que dans le mycelium de
substrat (Kitouni , 2007), ces spores permettent la propagation de 1’espéce et la survie
dans des conditions défavorables(Prescott et al., 2007).

1.5.6. Importance des actinomyceétes

Les actinomyceétes possédent des rdles importants dans le sol et dans les interactions avec les plantes,

également pour la synthése de nombreux métabolites d'intérét biotechnologique (Conn, 2005). 1l a

été estimé que sur 16500 antibiotiques connus, 8700 (53%) sont produits par les actinomycétes dont

6550 (40%) par des especes de Streptomyces (Choulet, 2006). En plus de la production

d’antibiotiques, les actinomycetes produisent un grand nombre d’autres métabolites secondaires dotés
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d’une large gamme d’activités, tels que des inhibiteurs d’enzymes, immunosuppresseurs, toxines et

pesticides (Dairi, 2005 ; Pizzul, 2006).

v Production d’enzymes
Les actinomycetes sont capables de synthétiser certaines enzymes d’intéréts industriel telles que les
chitinases, des glucanases, des peroxydases et des glutaminases (Tokala et al.,2002 ; Divya et al.,
2013). Des amylases, des cellulases et des hémi-cellulases peuvent étre aussi produites par quelques
especes de Streptomyces. Toutefois, I’espece Streptosporangium sp. isolé a partir des feuilles de mais
produit des gluco-amylases exploitées en industrie pour dégrader I’amidon, d’autres sont capables de
dégrader la lignine. Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycetes, ces enzymes
catalysent 1’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, monoglycérides, glycérol et en acides gras
(Sommer et al., 1997 ; Hasegawa et al., 2006).

v Production d’antibiotique
De nombreuses substances antimicrobiennes sont synthétisées par les microorganismes du sol
environ 23000 métabolites secondaires bioactives qui jouent un réle antagoniste important. Entre
autre, 10000 meétabolites secondaires de ses substances sont produits par les actinobactéries et
représentent 45%. Les espéces du genre Stréptomyces produits environ 7600 de métabolites
bioactives dont la plupart sont des antibiotiques exploités par les industries pharmaceutiques (Valli
et al., 2012). D’autres produits sont synthétisés également par les actinomycétes comme 1’acide
indole acétique (AlA) et les sidérophores, ils peuvent méme solubiliser le phosphore du sol (Ben
Ameur et al., 2006).
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I11. Les enzymes d’actinomycetes

1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des biocatalyseurs de nature protéique qui exercent une activité catalytique
spécifique d’un trés grand nombre de réactions chimique, et sont apres les antibiotiques les plus
importants produits des actinomycétes (Navarre et Francoise, 2010). Les principaux facteurs qui
contrdlent la fonction des enzymes dans un milieu sont la température, le pH, la salinité et I’activité
de I’eau etc. En générale, leur activité croit de manic¢re exponentielle avec 1’élévation de la
température du milieu réactionnel jusqu’aux températures optimales situées entre 60-70°C. Au-dela
de cet intervalle, elles perdent leur activité catalytique. 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 actinomycétes qui vivent dans le sol ne peuvent pas transporter des molécules complexes a
I'intérieur de leurs cytoplasmes. lls synthétisent des enzymes extracellulaires pour décomposer ces
molécules en nutriments utiles et essentiels.Ces sources de substances bioactives possédent une
capacité hydrolytique extracellulaire importante, qui trouve des applications dans les industries, de
textile, des bio-raffineries, d’agroalimentaires, papéteries et pharmaceutiques (Janaki., 2017).

2. Classification des enzymes

Les enzymes sont classées en fonction des réactions qu’elles catalysent, on distingue six classes
(tab.5)

Tableau 5 : Différentes classes d’enzymes (Pierre, 2000).

Classes Réactions catalysées

EC 1 Oxydo-réductases | Oxydo-réduction (transfert les ions H* et des électrons )
ex : oxygénase, oxydase...ect.

EC 2 Transférases Transfert de groupes fonctionnels
ex : lipoylesynthase

EC 3 Hydrolases Coupure une molécule avec fixation d’eau (hydrolyse)
ex : estérases, peptidases ...ect.

EC 4 Lyases Coupure des défférentes liaisons chimiques par d’autremoyens
que I’hydrolyseex : Cystathionine gamma-lyase

EC 5 Isomérases Remaniement interne d’une moléculex :mutase , prostaglandine-
E synthase.

EC 6 Ligases Synthéses de nouvelles molécules par addition d’élémentsex :
synthétase
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3. Les principaux enzymes synthétisées par les actinomycetes

3.1. Amylase

Les amylases sont des enzymes capable d’hydrolysées les molécules d'amidon en une variété de
produits comprenant des dextrines et des polymeéres composés de plus petits d'unités de glucose qui
donne des petites unités telle que le fructose, glucose et maltose(fig.9).

Il a été rapporté par Kar et Ray (2008) et Janaki, (2017), que les actinomycetes tels que les
Streptomyces erumpens sécretent des amylases a I'extérieur des cellules pour effectuer une digestion

extracellulaire.

((QQ
<‘“m Gy

) nwtosa

() OO0

e = gCtION de |'anylase
Figure 9: Mode d’action de 1’alpha-amylase ( in Meziani et Mahcene, 2017)

11 existe différents type d’amylases, on distingue les alpha-amylases produit par les Nocardiopsis sp
, les béta-amylases secréter par les Streptomyces sp, les pullulanases et les amylo glucosidases (Tab.6,
fig.10)(William et al., 2012).

Tableau 6 : Propriétés générale des enzymes amylolytiques (Pierre, 2000).

Enzymes Liaison Mode d’action | Produit de fin de réactions
Alpha-amylase Alpha-(1,4) Endo amylases | Glucose,maltose,oligosides
Beta-amylase Alpha-(1,4) Exo amylases | Maltose, dextrines
Pullulanases Alpha-(1,6) Endoamylases | Chainelinéaird’anhydroglucose
Amyloglucosidases | Alpha-(1,4) et | Exo amylases | Glucose

(1,6)
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Les amylases se différencient par leur mode de coupure des liaisons glycosidiques alpha 1,4 ou alpha
1,6. Soit par 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.10) (Pierre, 2000 ; Ragunathan et
Padhmadas, 2013).

hydrolyse au hasard
des liaisons alpha 1- 4

béta amylase ]

hydrolyse pas a pas,
de l'extérieur vers
l'intérieur, des liaisons
alpha 1- 4 avec
formation de
maltose

extrémité réductrice

pullulanase

; hydrolyse des
\ g liaisons alpha 1- 6

amyloglucosidase]

hydrolyse pas a pas, de l'extérieur vers l'intérieur,
des liaisons alpha 1- 4 avec formation de glucose

Figure 10 : Mécanismes d’action des enzymes amylolytiques (Pierre, 2000).

3.2. Les protéases

Les enzymes protéolytiques ou protéases sont des catalyseurs des réactions d’hydrolyse des protéines.
Ce groupe d’enzymes hydrolyse les liaisons peptidiques entre deux acides aminés des peptides et des
protéines en libérant des acides aminés ou des petits peptides (Fig. 11) (Navarre, 2010 ; Jean et al.,
2004 ) .

En effet, plusieurs bactéries du genre Streptomyces comme S. clavuligerus, S. griseus, S. rimouses,
S. thermoviolaceus secretent une multitude de protéases dans leurs milieux de culture. Les S.
moderatus et S. griseus, synthétisent au moins cing 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, 2016 ).
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Figure 11 :Principale voies du métabolisme des protéines
(Gean et al., 2004).
3.3. Les Lipases
Les lipases ou les triacylglycérol-hydrolases sont des enzymes exceptionnels vu leurs mécanismes
d'action et leurs spécificités de substrats. Selon la réaction a catalyser, elles peuvent agir en tant
qu'hydrolases en milieu aqueux ou comme catalyseurs en synthése organique (fig.12) (Mukhtar et
al., 2017).

Triacylglycérides Lumiere

H.O \

Acides gras

+

Monoacylglycérols

Figure 12 : Catabolisme des triglycérides (Mukhtar et al., 2017).
Les lipases forment une famille hétérogene d'enzymes et constituent une classe particuliére
d'estérases. Selon 1’auteur Gerard et al., (1988), les lipases existent largement chez les bactéries,
les levures,les champignons filamenteux et chez les actinomycétes particulierement chez

Streptomyces rimosus, Rhodococcus , Nocardia erythropolis, Streptomyces exfoliates et
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Nocardiopsis alba. lls produisent des lipases qui hydrolysent les liaisons ester des triglycérides en
glycérol et en acides gras respectivement.

3.4. Cellulases

D’aprés Rajeeva et Soni , (2015); Tanveer et al, (2014) et Hitesh et al, (2016), les cellulases sont
des enzymes qui convertissent la cellulose en glucose et dautres produits chimiques de base. 1l existe
trois grands types d'enzymes de cellulase qui agissent en synergie (fig.13) :

v Les Endoglucanases : L'endoglucanase, ou CMCase, coupe de maniére aléatoire les liaisons
B -1,4 de chaines de cellulose, générant de nouvelles extremités. Certaines endoglucanases
peuvent agir de maniere «processuelle», en fonction de leur capacité a lyser la cellulose
cristalline et générer le principal produit sous forme de cellobiose ou de cellodextrines plus
longues (fig.13)(Zhang et Zhang, 2013).

v" Les Exoglucanases : L’exoglucanases , ou CBH ,agissent de maniére processive sur la
réduction extrémités non réductrices ou en polysaccharide de cellulose chaines, libérant du
cellobiose ou du glucose en tant que principal des produits. Les exoglucanases peuvent
travailler efficacement sur les micro- cellulose cristalline, probablement peler les chaines de
cellulose de la structure microcristalline (fig.13)

(Zhang et Zhang, 2013).

v' B-glucosidase : B-glucosidases (BG) qui ne contiennent pas de CBM hydrolysé les
cellodextrines solubles et le cellobiose en glucose. Les BG ont un site actif en forme de
poche, quileur permet de se lier a 1’unité glucose non réductrice et couper le glucose de
cellobiose ou de cellodextrine (fig.13). (Zhang et Zhang, 2013).
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Figure 13 : Hydrolyse de la cellulose par les trois types de cellulases (Hitesh et al, 2016),

3.5. Xylanase

Les xylanases constituent un complexe multi-enzymatique, ce sont des glycosidases qui catalyses les
liaisons 1,4-D-xylosidiques dans les régions non substituées des chaines de xylanes afin de donner la
xylose (fig.14) (Larreta-Garde, 1997 ; Gerois, 2008).

Les Xylanases sont des enzymes synthétisées par une grande diversité de microorganismes tels que
les bactéries thermophiles comme les Bacillus stearothermophilus, Clostridium sterconariuma et les
champignons Aspergillus niger ,et les actinomycétes telles que 1’espéce Thermoactiomyces
thalophilus et Actinomadura keratinilytica (Mouranche et Costes, 1985 ;Ronald et al., 1999 ; Kohli
etal., 2003 ; Taibi et al., 2011).
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Figure 14 : Structure du xylane et mode d'action de la xylanase (Mateus et Denise, 2018)

3.6. 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) (fig.15) (Nicemol et al.,2008).
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Figure 15 : mode d’action du péctinase (Jayani et al., 2005)

4. 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 7: Parametres physico-chimiques des enzymes produites par les actinomycétes (Divya et

al., 2013).
Enzymes | Souches productrices pH TOC Substrats
spécifiques
Cellulase | Recombinant streptomyces sp. 5-12 40-50°C Cellulose
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 Amidon
Streptomyceserumpens 9-10 45-50°C
Nocardiopsissp. 8-6 70-80°C
Thermobifidafusca 5-7 60°C
Pectinase | Streptomyceslydicus 4-7 45°C Acide
Polygalacturo
nique
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
Streptomycessp. 4-11 30-60°C

5. Intéréts biotechnologiques des enzymes
Les enzymes d'origine microbienne répondent souvent a une forte demande industrielle, les différents
enzymes cités ci-dessus présentent une large importance économique.
v' Les amylases : Les produits enzymes amylolytiques sont la dextrine, des oligosaccharides et
des sucres simples. lls jouent un réle majeur dans les applications
biotechnologiques telles que l'industrie alimentaire, la fermentation et le textile. Dans
I'industrie papetiére environ 25% des amylases sont demandées sur le marché mondial des
enzymes(Janaki, 2017).
v Les protéases : 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 médicales et pharmaceutiques. Elles constituent plus de 65%

des demandes totales des industries (Boulahrouf, 2017).
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v’ Les lipases :Les lipases microbiennes présentent plus d’avantages dans les procédés de
fabrication trés simples des détergents, vu leurs grande stabilité vis-a-vis la température. Les
lipases peuvent étre utilisées dans le traitement des huiles et des graisses, les cosmétiques, les
diagnostics et la fabrication des detergents. Leurs caractéristiques ont permis le
développement de nombreuses applications, qui ont donner de nombreux produits
commerciaux, dont elles présentent une importante classe d'enzymes industrielles d'intérét
dans la recherche fondamentale et appliquée (Patrick et al.,2008; Geraldine et al.,2009 ).

v’ Les cellulases : Les cellulases sont des enzymes s synthétisés 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 I'industrie alimentaire, la brasserie, I'alimentation animale, le
textile et la blanchisserie, les pates papiers, ainsi que dans l'agriculture (Bhat, 2000).

v Les xylanases : Les xylanases sont couramment 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).

v Les pectinases : Les pectinases sont produites par plusieurs espéces de Streptomyces telles
que S. lydicus. Ces enzymes sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour l'extraction et la
clarification des vins, des jus, des huiles, des aromatisants et de l'industrie textile pour la
préparation des tissus de lin. La polygalacturonase est I'une des pectinases les plus importantes

qui est largement utilisée dans les différentes industries (Mukhtar,2017).
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IV. Matériel et méthodes
1. L’objectif global
L’objectif principal de ce travail est basé sur la sélection des isolats des bactéries d’actinomycetes
d’un sol foresterie de la région de Mostaganem, et leur caractérisation pour une utilisation dans un
milieu réactionnel de production des amylases.
2. Protocole expérimental général
Le protocole expérimental est constitué de plusieurs étapes (fig.16).Ces différentes étapes
représentent :

a) Lessites de 1’échantillonnage des sols ;

b) L’isolement et la purification des bactéries actinomycetes.

c) Identification de la souche bactérienne par des tests physiologiques et biochimiques

d) La fermentation submergée des isolats d’actinomycétes dans un milieu nutritif liquide

spécifique a base d’amidon etextraction liquide —liquide des enzymes amylases.

e) Etude cinétique des extraits enzymatiques par le réactif de biuret.

Figure 16: Protocole expérimental général.
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3. Sites de prélevement de I’échantillon

Le choix du site des prélevements des échantillons a porté sur des sols foresteries de la région Ouillis
(Abdelmalek Ramdane) de la wilaya de Mostaganem. Les coordonnées géographiques de ce site sont
4 36° 06’ 12" Nord et 0° 16’ 34" Est, il présent une superficie de 75 km?, la température journaliére

est de 21°C, avec une humidité de 56 % (fig.17). Les prélevements ont été effectués le 10mai 2019.

Figure 17: Site des prélevements des échantillons région de AbdelmalekRamdane

(Ouillis)Mostaganem.
A : Carte géographique du site (photo satellite)

B : La zone de prélevement dans la forét de Abdelmalek Ramdane (Ouillis)

A T’aide d'une grande spatule stérile, les cinq premiers centimétres de la couchesuperficielle du sol
sont écartes, apres nous avons prélevé les échantillons de sol de 20 a 200g entre 5 et 25cm de
profondeur (fig.18).Les différents échantillons sont déposés sur des papiers d'aluminium stériles

soigneusement enveloppés dans des sacs en papiers stériles puis transférés au laboratoire pour une
analyse immédiate.
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Figure 18: Les points des prélevements des échantillons.
4. Isolement des actinomycetes
4.1. Les milieux de culture
Les milieux de cultures utilisés pour I’isolement des actinomycétes sont des milieux sélectifs qui
favorisent la croissance des microorganismes particuliers en excluant celle des autres, par addition
d’un agent sélectif (Delarras, 2014).
L’isolement des actinomycétes est réalisé sur milieu amidon-caséine dont la composition est
mentionné dans 1’annexe I, le pH du milieu est ajusté a 7,2 et stérilis¢ a 120°C pendant 30 minutes
(Jean et Guy, 2014).
4.2. Préparations des dilutions décimales
Pour chaque échantillon, 1g de sol est introduit dans un tube contenant 9 ml d’eau physiologie stérile,
les tubes sont ensuite agités au vortex 4 & 5 minutes, & vitesse maximale. Cette suspension est
considérée comme étant la solution mére. Une série de dilutions décimales est ensuite effectuée pour
I’échantillon de sol de 10 jusqu’a 10°(fig.19).
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Figure 19 : Préparation des dilutions de sol (Delarras, 2014).

4.3. Ensemencement et incubation

A I’aide d’une pipette pasteur stérile sous forme de rateau, 0,1 ml de chaque dilution (10" & 10) a
été étalée sur la surface d’un milieu gélosé (d’amidon caséine). Les boites de pétri portante les
indications nécessaires (dilution, type du milieu de culture, origine de souches, la date) sont ensuite
incubées a 30° C pendant 7 a 14 jours (Lemriss et al., 2003).

5. Repiquage et purification des isolats

La purification des isolats est une étape essentielle dans notre travail, elle permet d’obtenir des
colonies bien isolées et pures. Pour obtenir ces colonies, nous avons ensemenceé successivement des
boites de Pétri coulées dans un milieu caséine amidon. L’ensemencement, a été réalisé par la méthode
de strie d’épuisement pour chaque isolat. Ensuite, ces boites sont incubées a une température de 30°C
pendant 7 jours.

5.1. Conservation des souches

La méthode de conservation des souches consiste a repiquer les souches en tube sur gélose inclinée
(Botton et al.,1990), puits incubé 7jour pour les actinomycetes. La souche pure doit étre conservee a
4°C pour une réalisation ultérieure des tests biochimiques, physiologiques et la technique de

fermentation.
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6. Caractérisation et identification des actinomycetes
Les souches microbiennes isolées sont identifiees par les méthodes classiques, par la détermination
de leurs caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques.
6.1. Caractérisations morphologiques des actinomyceétes
6.1.1. Caractérisations macroscopiques
L’étude macromorphologique permet de déterminer les différents caractéres de mycélium de substrat
(MS) et le mycélium aérien (MA).Apreés I’incubation, les colonies d’actinomyceétes qui apparaissent
a la surface du milieu d’isolement ont été examinées a I’ceil nu et a I’aide d’une loupe optique
binoculaire (ZEISS 475022 G x10).
Ce test permet d’évaluer I’importance de la croissance (trés importante, importante, moyenne, faible
ou absente), ces caractéres sont notés par des significations (+/-).La couleur de mycélium de substrat
et du mycélium aérien : qui varie d’une souche a une autre ainsi que la production des pigments
solubles, caractére qui se détermine par le virage de la couleur du milieu par rapport a sa couleur
initiale. Dans le cas des Actinomyceétes, plusieurs couleurs des pigments solubles ont été decrites
selon Shirling et Gottlieb, (1966) et Kitouni, (2007).
6.1.2. Caractérisations microscopiques
D’aprés William et al, (2010), les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la
méthode de coloration deGram, qui a été mise au point en 1884 par le bactériologiste Danois Hans
Christian Gram. Cet examen est fait sur des frottis minces préparés a partir de colonies de chaque
isolatobtenu sur le milieu caséine amidon, ces frottis sont colorés, aprés observation a l’aide
d’unmicroscope optique a grossissements (x100), ce dernierpermet de remarquer les
formesmorphologiques des différentes bactéries et indiqué le Gram + et Gram- .

v' Les bactéries « Gram positif» gardent leur coloration violette aprés décoloration par I'alcool.

v’ Les bactéries « Gram négatif» décolorées par alcool, sont teintées par la fuchsine et

apparaissent roses.

Les principales étapes de cette coloration sont les suivantes :

v" Des frottis sont réalisés a partir des colonies des actinomycétes bien isolés a 1’aide d’une anse

de platine dans des conditions aseptiques.
v' Les bactéries sont émulsionnées dans une gouttelette d'eau distillée.

V' Les frottis sont fixés par une flamme a 1’aide d’un bec bunzen.

35



Chapitre IV : Matériel et méthodes

Recouvrir la lame de violet de gentianes 1 minute, puis laver a I’eau distillée.
Ensuite, recouvrir du lugol 1 minute.

Décolorer bien a I’alcool pendant une période, puis rincer a I’eau.

D N NI NI N

Recouvrir la lame de fuchsine diluée, laisser 30 secondes, laver a I’eau.

v" sécher entre deux feuilles de papier buvard.
Observation sous un objectif a immersion (X100) d’un microscope optique (Prescott et al., 2010).
L’examen, nous permet de déterminer quelques caracteres morphologiques des Actinomycetes,
concernant le type de Gram+ et des indications sur leurs formes des filaments et présence ou absence

de spores isolées (William et al., 2010).

6.2. Caractérisation physiologique

Une série de tests physiologiques utilisés par les taxonomistes pour la différentiation entre certains
groupes d’actinobactéries, est retenue pour I’identification des souches isolées. Ces tests sont :
I'nydrolyse de I'amidon, test de I'nydrolyse de la caseine, la dégradation de 1’urée (Holt et al., 1994 ;
Toumatia, 2015).

6.2.1. Hydrolyse de I’amidon : recherche d’amylase

Ce test est réalisé sur la gélose nutritive contenant 1% d’amidon soluble, le milieu est réparti dans
des boites de Pétri stériles, puis ensemencés par stries, les boites sont incubés a 30 C° pendant 7 jours.
Apres I’incubation, le milieu est recouvert d’une solution de lugol, I’hydrolyse est ainsi mise en
¢vidence par 1’absence de coloration autour des colonies, a I’inverse, les zones contenant de I’amidon
se colorent en brun (Gordon et Smith, 1953).

6.2.2. Hydrolyse de la caséine : recherche de caséinase

Ce teste est étudié sur une gélose (voir annexe) contenant 5% de lait écrémé, aprés une période
d’incubation de 7 jours a température 30 C°, I’hydrolyse de la caséine est témoignée par I’apparition
d’une zone claire autour des colonies (Gordon et Smith, 1953 ; Kitouni,2007).

6.2.3. La dégradation de I’urée

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’actinomyceétes, 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 possede I’enzyme
ureases. Cette alcalinisation & 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 jaune orangé au rouge (Jean et Guy, 2014).
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6.3. Caractérisation biochimique
Il existe plusieurs tests biochimiques pour effectuer une pres identification, tels que 1’utilisation de
citrate, la production d'H.S, la catalase, I’hydrolyse de la gélatine, les tests des réactions VP et RM
(les acides mixtes par la réaction de rouge méthyle ; fermentation de butyléne glycolique par la
réaction de VVoges-Prauskaouer), la réduction de nitrate, et I’hydrolyse de la 1écithine.
6.3.1.Utilisation du citrate comme seule source de carbone
La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée selon une strie longitudinale au moyen
d’un spatule stérile avec un inoculum de la souche. L'incubation s'effectue a 30+1°C. L’observation
de la croissance se fait quotidiennement durant une semaine (Marchal et al., 1991).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) (Jean et Guy, 2014).
6.3.2. Utilisation des différents substrats carbones /Production de H2S
Ce test est réalisé en utilisant le milieu TSI (gélose au Glucose, Lactose, Saccharose et H»S). Des
tubes contenant le milieu TSI sont ensemencés puis incubés pendant 7 a 14 jours a 30+1°C (Marchal
etal., 1991). Les résultats se manifestent comme suit :

v’ Lactose-saccharose positif : pente virant au jaune.

v" Glucose positif : culot jaune.

v H>S positif : noircissement du milieu dans la zone joignant la pente.

6.3.3. Recherche de catalase
Cette enzyme permet la dégradation du H20- qui résulte de I’oxydation par 1’oxygene de 1’air :

Catalase
2H>0; » 2H0 + O

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution fraiche de
H>02 a 10 volumes. Une goutte d’ecau oxygénée est placée sur une lame en présence d’un échantillon
de culture. Un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle traduit la
décomposition de dioxygene. On dit que le test catalase est positif et s’il n’y a pas de bulles, le test

est négatif (Delarras, 2007).
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6.3.4. Hydrolyse de la gélatine
Les bactéries d’actinomycetes ont €été ensemencées sur une gélose nutritive contenant 0,4% de
gélatine, ensuite, incubées a 30°C. L’observation des zones claires autour des colonies correspondent
a I'hydrolyse de la gélatine par enzyme gélatinase. (Williams et Cross, 1971).
6.3.5. Les réactions VP et RM
Une colonie de la souche a étudier est ensemenceée sur un milieu liquide Clark et Lubs, puis incuber
a 30°C pendant 7 jours. Aprés ’incubation, en divise le milieu dans deux tubes stériles et on ajoute
quelques gouttes de VP | et VP Il dans I’'un des deux tubes et quelques gouttes de réactif rouge de
méthyle sont additionnées dans 1’autre tube, s’il y a le virage en rouge, le test est positif (Jean et
Guy, 2014).
6.3.6.Production de nitrate réductase
Le test de nitrate réductase est effectué sur bouillon nitraté. La réduction des nitrates est constatée par
la mise en évidence des nitrites formés a I’aide de deux reéactifs NR1 et NR2. Apres 7 & 10 jours
d’incubation, on rajoute les deux réactifs , le test positif se manifeste par 1’apparition de couleur
rouge. En I’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont alors ajoutés
s’il ya :
v" Apparition de la couleur rouge : les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la souche.
v" Absence de coloration : les nitrates sont réduits au-dela du stade des nitrites.
6.3.7. Hydrolyse de la lécithine et les lipoprotéines
La lécithine est recherchée sur une gélose riche en jaune d’ceuf, coulée en boites de pétri, ensemencées
avec les souches a tester par des stries, puis incubées pendant 1 a 5 jours a 28° C. Le jaune d’ceuf est
un substrat compose de Iécithine, triglycérides et d’une lipoprotéine, il permet donc de rechercher
trois enzymes : La lécithine : I’apparition d’un halo opaque, blanc jaunatre, a bord net sous la colonie
ou a la limite, indique la présence d’une lécithinase. Si la lécithinase est absente, toute I’opacité floue
a la surface de la colonie indique la présence d’une lipase. La lipoprotéinase est révélee par
I’apparition d’un halo claire autour de la colonie (Jean et Guy, 2014).
7. Production d’amylase par fermentation submergée
L’activité enzymatique des isolats d’actinomycetes est mise en évidence par deux criblages. Le
premier criblage, réalisé sur le milieu solide, consiste a sélectionner le meilleur isolat producteur de
I’amylase. Ce dernier sera utilisé dans la fermentation submergée réalisé sur le milieu liquide. Cette
fermentation va étre suivie d’une extraction de la fraction soluble des extraits enzymatiques

amylasiques.
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7.1. Sporulation des souches sélectionnées

Les souches d’actinomycetes sélectionnés sont cultivées sur le milieu bouillon nutritif a base
d’amidon. 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. Le comptage des spores a été
estimé par mesure de I’absorbance a A = 540 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible (Saci,
2012 ; Naglaa et al., 2017).

La suspension de spores est diluée a 1’aide d’eau distillée stérile jusqu'a 1’obtention une densité
optique DO = 1,5 qui correspond environ a une concentration de 10’'UFC/m.

7.2. Inoculation des milieux de fermentation

Le milieu de cultures précédemment préparés est inoculé par 3 ml de la suspension sporale
(107spore/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 (Khwaja, 2011 ;Ragunathan et Padhmadas, 2013).

7.3. Extraction de la fraction soluble des enzymes d’amylases

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. Aprés le 5°™jour, une filtration de la culture & été effectuée pour séparer le mycélium et
récupérer le filtrat. Ce dernier a été traité par le bicarbonate de sodium (CaC030,05 M,V/V)et
centrifugé a 4000 tours pendant 15 minutes pour éliminer le culot. Ensuite, le surnageant a été recueilli
sous forme d'enzyme brute et utilisé pour l'estimation de 1'enzyme amylolytique et 1’étude cinétique
(Khwaja, 2011).

8. Dosage colorimétrique de I’extrait enzymatique par la méthode de Biuret

En milieu alcalin et chaud le cuivre Cu*? réagit avec les liaisons peptidiques des protéines pour former
le complexe du biuret, de coloration violacée caractéristique (Khwaja, 2011). Les acides aminés
isolés et les dipeptides ne forment pas le composé coloré en présence de cuivre (CuSQ4), 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'nydroxyde de cuivre et I'iodure de potassium (KI) empéche l'auto-réduction du cuivre.
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Mode opératoire :

v’ Préparer de la solution mére d’ovalbumine a 0,5g/100ml d’eau distillée ;

v" Préparer des dilutions a partir de la solution mére : 0,5;1;1,5;2;2,5; 3 ml compléter a

10 ml d’eau distillée. Ajouter 4 ml du réactif Biuret ;
v Agiter et incuber a 15 mn a température ambiante.
v Mesurer 1’absorbance a une longueur d’onde 540 nm en utilisant un spectrophotomeétre
UV-visible.

v On trace la courbe de la densité optique en fonction de la quantité d’ovalbumine.
9. Etude cinétique des extraits enzymatiques
9.1. 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 du substrat d’amidon aprées 1’hydrolyse enzymatique. Cette réaction est basée sur I’intensité de
la coloration du réactif Fehling en fonction de la quantité de sucres réducteurs libéré apres hydrolyse.
Mode opératoire
La préparation des différentes dilutions (0,5;1;1,5;2;2,5; 3 ml) ont été effectuées a partir d’une
solution mére du glucose de concentration 1g/L.

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

Ajouter 5 ml du réactif Fehling.
Chauffer les tubes pendant 5 minutes dans un Bain-marie a 40°C ;
Ajouter 3 ml de H2O dans les tubes laissé refroidir pendant 3 minutes environ.

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

YV V V VYV V

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

[DO = f ([Cmol]).

9.2. 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 extraits enzymatiques (des isolats).

Mode opératoire :

1 ml de ’extrait enzymatique est ajouté a 3ml 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 ’addition de 3 ml du réactif Fehling et chauffé a 40°C pendant 10 minutes. Apres
refroidissement dans un bain de glace, 6 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/100ml. Les préparations des solutions réactifs Feheling, solution du substrat et le tampon acétate
sont détaillées en annexel.
Remarque : La détection de sucre réducteurs a été estimée par la méthode de Fehling vu
I’indisponibilité du réactifs dinitrosalicilyque .La détermination des paramétres cinétiques des
extraits enzymatiques d’amylase dans un tampon acétate pH 4,7 est mise en évidence par la courbe
de la gamme des dilutions du glucose en présence du réactif de Fehling.
La variation de la concentration en substrat (amidon) dans le milieu réactionnel et dans des conditions
optimales (pH et température) permet de déterminer les paramétres cinétiques Km et Vmax de
I’amylase. Nous avons utilisé la courbe d’¢talonnage du glucose pour calculer la quantité du produit
(glucose) libéré par 1’hydrolyse enzymatique, pour évaluer par 1’équation de Michaelis-Mentenles
constantes cinétiques Km, Vmax et Vi vitesse initiale de la réaction des extraits enzymatiques des
différents isolats des actinomycétes.

Vi =Vmax*[S]/Km+[S]

Vi : Vitesse initiale d’oxydation (mol.l1-1.min-1)

Vmax: Vitesse maximale d’oxydation (mol.l-1.min-1).

[S] : Concentration en substrat (Amidon) (mol.I-1).

Km : Constante de Michaelis (mol.I), elle correspond a la valeur de [S] pour laquelle Vi =

Vmax/2.
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V. Résultats et discussion

1. Isolement et purification des actinomycetes

L’isolement des actinomycétes sur le milieu amidon-caséine présente les meilleurs résultats par
rapport aux autres milieux qui ont été utilisés (GN, Bennet).Plusieurs équipes comme Lakshmipathy
(2010), Sudhanshu (2011), Palaniyandi (2013), ont confirmées que le meilleur milieu pour
I’isolement est I’amidon caséine et la caractérisation des actinomycétes. Dans notre travail un nombre
important des actinomycétes de différents genres est enregistré sur ce milieu et qui dépasse dix isolats
(fig.21). Parmi ses isolats, trois souches sont identifiés et caractérisés par des observations a 1’ceil nu

et au microscope optique et par des différents tests physiologiques et biochimiques.

Figure 21 : les isolats des actinomycétes obtenus sur milieu amidon caséine.

2. Etude morphologique des actinomycétes

Les differentes souches actinomycétes montrent une variation morphologique qui est présentée dans
le tableau 8 et discuter ultérieurement.

Tableau 8 : Caractérisations macroscopiques des isolats actinomycetes.

) Mycelium Myceélium
Taille ) )
vegétatif aérien
Formes
Pet |Moy |Gr Hyphes Hyphes
Al + Bombée Rose foncee Gris
A2 + Aplatie Jaune Verdatre
A6 + Bombée marron Marron
A : actinomyceétes ; Pet : petite ; Moy : moyenne ; Gr : grande.
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2.1. Aspect macroscopique

Apres la sélection et la purification, les colonies d’actinomycétes sont reconnues sur la base de leurs
aspects morphologiques macro et microscopiques qui expriment un polymorphisme génétique des
isolats (A1, A2 et A6). Des variations visibles a I’ceil nu sont observées, les colonies obtenues ont
des tailles différentes petite, moyenne et grande. Des formes bombées sont observées pour les souches
Al et A6 par contre la souche A2 présente une forme aplatie (tab.8, fig. 21), possédant un mycélium
végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs différentes : marron, gris, verdatre. (tab.8 et

fig.22).

Figure 22 : Cultures pures d’actinomycéte a différentes pigmentations diffusibles.

Al :souche 1 d’actinomycete ; A2 : souche 2 d’actinomycéte ; A6 : souche 6 d’actinomyceéte
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D’aprés, Palaniyandi (2013), les couleurs des mycéliums aériens des actinomycétes sont différents
de celles des substrats et la plupart ont une couleur blanchatre et d’autres ont des couleurs différentes
comme gris, beige, noir, marron, vert, jaune, ce qui confirme les résultats constatés (fig.22).

2.2. Aspect microscopique

Les observations microscopiques montrent les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses a Gram
positif (fig.23).

Figure 23 : Observations a la coloration de Gram des mycéliums d’actinomycéte (G100x).
Le mycélium végétatif des souches présentent une structure cloisonnée avec un nombre limités de

spores, qui sont des sacs contenant des endospores. Selon Holt et al. (1994), Cheriet et al. (2015), le
mycélium aérien des actinomycetes est bien développé, ramifié, non fragmenté, portant des spores ou
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des vésicules globuleuses et sphériques contenant des spores et que les actinomycétes sont a Gram

positif. Ces observations confirent que les différentes souches sont du genre Streptomyces.

3. Tests physiologiques et biochimiques

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

Tableau 9: Tests physiologiques et biochimiques des isolats d’actinomycétes

Caractéristiques
Souches ™ |Al A2 A6

Hydrolyses de la caséine - + + +
Hydrolyses de 1’amidon - + + +
Hydrolyses de la gélatine - + + +
Réduction de nitrate - + + +
Lécithine et Lécithine - + + +
lipoprotéinase Lipoprotéinase - + + +
Production d’HoS - - - -
Recherche de Catalase - + + +
Dégradation du I’urée indole - + + -
L’utilisation de citrate - + - +
La fermentation intermédiaire RM - - - -

Vp - + + +
TM : Témoin ; S : Souche ; (+) : Test positif ; (-) : Test négatif ; VP : Vogues Prauskouer ; RM : Rouge
méthyle.

3.1. Hydrolyse de la caséine

Autour de chaque souches des actinomycetes, on voit la présence d’un halo d’éclaircissement autour
de la culture signifie que les résultats sont positifs pour toutes souches isolées des actinomycétes
(tab.9 et fig. 24). Cette dégradation de caséine est due a des syntheses extracellulaires des caséinases

des différents isolats (Al, A2 et A6) dans le milieu caséine-amidon.
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Figure 24 : Test d’Hydrolyse de la caséine est positif pour les isolats des actinomycetes

La présence de ces zones claires signifie que la caséine présente dans le milieu de culture a été
hydrolysée les enzymes des souches Streptomycés. Plusieurs travaux réaliser sur les actinomycétes
prouvent que la plupart de ses souches peuvent hydrolyser les caséines du lait (Mihaela et al., 2011
; Palaniyandi et al., 2013).

3.2. Hydrolyse du ’amidon

Le test d’hydrolyse d’amidon est positif pour les isolats d’actinomycétes. L’absence de coloration
bleue autour des colonies bactériennes, signifie que 1’amidon est hydrolysé dans cette zone. Cette
hydrolyse est due a la présence des amylases dans le milieu qui sont sécrétés par les bactéries (tab.9
et fig.25).

Figure 25 : Test positif d’hydrolyse de ’amidon en présence des isolats des actinomyceétes.Plusieurs
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travaux entrepris sur I’hydrolyse de I’amidon par les actinomycétes confirent les résultats obtenus
(Stamford et al., 2001).

3.3. 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 trois souches des actinomycetes. Des zones claires autours des cultures refletent une
bonne dégradation de la gélatine. Les diamétres de ses zones varient selon I’espece des actinomyceétes
(tab.9 et fig. 26).

Figure 26 : Test positif d’hydrolyse de la gélatine en présence des actinomyceétes.

Ces resultats ressemblent aux résultats des travaux des chercheures qui ont travaillés sur les
actinomycétes des sols tels que les travaux de Boulahrouf (2016) sur le sol de Sebkha et Messaoudi
(2013) sur le sol foresterie de Bechar.

3.4. Recherche de lécithinases et lipases

La figure ci-dessous (fig. 27) et le tableau 9 présente les résultats des tests de lécithinases et lipases,
les souches A1, A2 et A6 possedent I’enzyme lécithinase.

La lécithinase permis de dégrader la Iécithine. Les souches possédent 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 1écithine et une zone

d’opacification hydrolyse les lipoprotéines.
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Figure 27 : Test positif d’hydrolyse de la Lécithine en présence des actinomycétes

Ces résultats sont similaires aux travaux de Das et al. (2012), Minotto et al. (2014) in Cheriet et al.
(2015).

3.5. Réduction des nitrates

Toutes les souches des actinomycétes (Al, A2 et A6) (fig. 28) présentent un changement de couleur
(rouge) apres 1’ajoute des réactifs NR1 et NR2. Cela indique que le test est positif et que les nitrates

du milieu sont transformés en nitrites (tab. 9 et fig. 28).

Figure 28: Tests positif deréduction des nitrites pour les souches des actinomycetes.
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Ces souches possedent la capacité de synthétiser une enzyme tres active qui est le nitrate réductase.
Ces résultats ont été déja obtenus dans les travaux de Boulahrouf (2012) sur le sol de Sebkha

confirment les notre.

3.6. Productions d’H2S
Apres l'incubation des souches pendant 10 jours sur le milieu TSI, les isolats (Al, A2 et A6) des
actinomycetes présentent un test négatif dont on n’a pas noté un noircissement du culot au fond des

tubes de TSI. Cela explique que les souches bactériennes ne sont pas productrices de H,S (Fig. 29).

Figure 29 : test négatif pour la production d’H>S des isolats des actinomycétes

Nous avons obtenues des résultats qui ne sont pas similaires a la plupart des chercheures, alors les
travaux de Tresner et Danga (1958), Kuster et Williams (1964), qui ont travaillés sur la production

d'H2S par des espéces des actinomycétes confirment que les actinomycétes sont productrice d’H2S.

3.7. Recherche de Catalase

L’examen de la recherche de catalase, montre un résultat positif. Tous les isolats des actinomycétes
sont de test positif, I’apparition de bulles d’air signifie la présence de catalase (tab 9 et fig.30). Ce
dernier présente une oxydoréductase qui catalyse la réaction du peroxyde d'hydrogene H2O; en eau

et dioxygéne Oz. Les mémes résultats sont obtenus par les chercheurs Boulahrouf (2016) et Maameri
(2007).
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Figure 30 : Test de catalase positif pour les trois isolats des actinomyceétes.

3.8. Dégradation de I’urée

Les tests de dégradation de 1’urée obtenue sont positifs pour les souches des actinomycétes Al, A2
possedent des uréases. Ces enzymes sont responsables de la dégradation de l'urée, avec production
de dioxyde de carbone et dammoniac. Ce dernier provoque une alcalinisation du milieu, qui se traduit
par le virage de la couleur du rouge orangé vers le rouge (fig.31).

Figure 31 : les résultats du test de la dégradation d’urée obtenus par les isolats des actinomycétes.

Les mémes résultats ont été obtenus avec les actinomycétes et qui confirment la dégradation d’urée
(Bastida, 2008). A I’exception de la souche A6 le test était négatif.
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3.9. L’utilisation de citrate

Les résultats obtenus sont différents, la souche A2 le test est négatif, ce qui indique que cette souche
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 le bleue (fig. 32).Les mémes résultats obtenus avec les actinomycetes
ont été publiés par Harir et al. (2017).

Figure 32 : Résultats de test de citrate obtenus par les trois isolats des actinomycetes.

Contrairement, a la souche A2, les souches Al et A6les résultats sont positif.

3.10. Les reactions de VP et RM

Les tests de VP sont positif, du changement de couleur des milieux enregistrées et la couleur varies
vers le gris- rouge, contrairement pour les RM, les résultats sont négatif, la couleur des milieux a virer

vers le jaune (fig. 33).

Figure 33 : Test de VP et RM des isolats des actinomycétes.
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Les mémes résultats sont obtenus par plusieurs chercheurs avec des actinomycetes Gouse (2017),
Sheik et al. (2017).
4. Production des extraits enzymatique des isolats des actinomycétes
4.1. Dosage des extraits enzymatiques par la réaction de Biuret

Les quantifications des extraits enzymatiques des isolats des actinomycetes par la technique de Biuret
sont réalisées par le dosage de la protéine ovalbumine. Cette quantification est réalisée grace a la
courbe d’étalonnage des dilutions de la protéine ovale albumine dans les mémes conditions

opératoires (pH= 5,2 et T= 40°C) (Fig. 34).

2
4 =
2
35 7 y = 7,6919x
3 | R?=0,9094
Q Oval mg
O T T T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Figure 34 : Courbe de la gamme d’étalonnage de la protéine ovalalbumine.

Les figues 35 représentent les concentrations des extraits enzymatiques des trois isolats des
actinomycetes. Cette quantification a été établie par une extrapolation des valeurs des densités

optiques des extraits enzymatiques sur la courbe de la gamme d’étalonnage de la protéine

ovalalbumine.
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Figure 35 : Quantités des extraits protéiques brutes des différentes souches d’actinomycétes.

On constate clairement que la souche Al représente la valeur la plus élevée en protéines brutes suivie
d’A2 d’actinomycete (fig. 35). La souche A6 sa concentration est un peu faible a celle d’Al et A2.
Cette variation dans les teneurs en extraits enzymatique confirme les résultats des tests d’hydrolyses
de caséines, amidon et les autres substrats (tab. 9).

4.2. Cinétique des extraits amylasiques des isolats des actinomyceétes

Les extrait enzymatiques des amylases obtenus a partir des isolats des actinomycetes sont utilisés
bruts, et dilués pour I’é¢tude de leurs cinétiques d’hydrolyse d’amidon. Cette cinétique est estimée par
la technique colorimétrique de la réduction du réactif 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.
36).
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Figure 36 : Courbe de la gamme d’étalonnage du sucre réducteur pur le glucose.

La gamme d’étalonnage du sucre réducteur glucose pur présente un coefficient de régression positif
R? = 0,7873 trés proche de la valeur 1. Cela signifie que les différentes dilutions de la solution de
glucose sont en linéarité. Cette courbe va servir a estimer les quantités du produit libérer, apres
I’hydrolyse du substrat I’amidon.

4.3. Mesure des parametres cinétiques

Les cinétiques enzymatiques des extraits d’amylases des trois souches en fonction du temps

permettent de caractériser les constantes cinétiques (tab.10, fig.37, fig.38 et fig.39).

0,025
= Al P=A1(t)
°
- A
0,015 /
0,01 /‘
0,005 /
0 <
0 2 4 6 8 10 12
Temps min

Figure 37 : L’évolution du produit (glucose) apres hydrolyse d’extrait amylase de la souche Al au

cours du temps.
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Figure 38 : L’évolution du produit (glucose) aprés hydrolyse d’extrait amylase de la souche

A2 au cours du temps.

Souche A6: P= f(t)
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Figure 39 : L’évolution du produit (glucose) aprés hydrolyse d’extrait amylase de la souche
A6 au cours du temps.
La variation de la concentration en produits libérés aprés hydrolyse de 1’amidon dans les milieux
réactionnels permet de déterminer les parameétres cinétiques Km et Vmax de I’amylase. On constate
a travers les figures 37, 38 et 39 que les concentrations du glucose en fonction du temps augmentes
progressivement jusqu’a un seuil maximal ou le temps est calculé, afin de déterminer la vitesse de la
réaction. Une légére différence est marquée entre les extraits enzymartiques vis-a-vis le temps
maximum de la transformation du substrat et 1’obtention de quantité maximale de produit qui est le

sucre réducteur libéré (glucose).
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Les deux extraits de la souche Al et A6 présentent presque le méme temps de transformation de
I’amidon (8 minutes) et qui est trés rapide de 3 minutes a celui de I’extrait A2 (fig. 37, 38 et 39). Ainsi
que, les quantités des produits libérés sont Iégérement différentes elles varient de 0,0226 ; 0,0246 et
0,0206 Mol/l respectivement pour les souches Al, A2 et A6.

Ces courbes obtenus ont permet de calculer les vitesses des extraits et de tracer les courbes cinétiques
suivantes (fig.40, fig.41 et fig.42)

0,007 SoucheA

0,006 A
= 0,005
k=
€ 0,004 / \
< 0,003 >
g / L

= 0,002 //
0,001

0 [P mol/l
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Figure 40: Courbe cinétique de I’extrait enzymatique de la souche Al.
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Figure 41 : Courbe cinétique de 1’extrait enzymatique de la souche A2.
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Figure 42 : Courbe cinétique de I’extrait enzymatique de la souche A6.

Les différentes courbes cinétiques (fig. 40, 41 et 42) sont été utilisées pour calculer les constantes Km
et Vmax. Elles permettent aussi une comparaison approximative entre les vitesses de réactions et le
type d’enzymes. On utilisant, les valeurs extrapolées a partir des graphes et I’équation de Michaelis-
Menten. les vitesses initiales pour évaluer des extraits enzymatiques des différentes souches sont
calculées et regroupés dans le tableau ci-dessous (tab. 10)

Tableau 10 : Les paramétres cinétiques des extraits d’enzymes des isolats des actinomycétes

Souches | Vmax [Mol.I".mn?] | Vmax/2 [Mol.I'.mn?] | Km [Mol.I*] | Vi[Mol.I't.mn™]

Al 6,3x10°° 3,15x10°° 6x10°° 5,62x10°
A2 22 5x10°° 1,1x10°3 1,2 x10°3 21,9x10°°
A6 8,9x1073 4,4x107 8,9x1073 7,5x1073

Les valeurs du Km les plus faibles sont notés pour les souches des actinomycetesAl et A2 avec des
vitesses supérieures par rapport a la souche A6 (tab.10). Le Km traduit I’affinité de ’enzyme avec le
substrat (amidon), plus le Km est faible plus cette affinité augmente. Les souches des actinomycetes
Al et A2 présentent une bonne affinité avec le substrat amidon comparant avec la souche A6.

Plusieurs travaux ont été réalisés sur les activités des amylases des actinomyceétes isolées du sol

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

Les résultats de I’isolement et de 1’identification des actinomycétes du sol de la région d’Abd El-
Malek Ramdan (wilaya de Mostaganem) sur un milieu sélectif (caséine amidon) révelent un nombre
important des actinomycétes qui dépasse dix isolats. Trois isolats (Al, A2, A6) sont retenus et
caractérisés sur la base des observations macroscopiques et microscopique, suivie de quelques tests
physiologiques et biochimiques. Les trois isolats d’actinomycétes présentent les caractéristiques des
Streptomyces sp. Cependant, apres la sélection, la purification, ainsi que, les observations macro et
microscopiques, les colonies obtenues ont des tailles différentes varie de 1 a 3 mm. Leurs forme sont
variables bomb¢, aplatie, possédant un mycélium végétatif surmonté¢ d’un mycélium aérien de
couleurs différentes jaune, marron, rose foncée. lls présentent des structures ramifiée avec un nombre
limités de sporanges, qui sont des sacs contenant des endospores et une coloration de Gram positif.
Les tests physiologiques d’hydrolyses de caséine, de I’amidon et de 1’urée pour les souches Al et A2
sont positifs, par contre pour la souche A6 ce test urée est négatif. Ainsi que, les tests biochimiques
(hydrolyse de la gélatine, catalase, réduction des nitrates, Iécithinase, citrate) sont positif pour toutes
les souches a I’exception du test citrate pour la souche A2. Des résultats négatifs ont été aussi
enregistrés avec les tests de la production d’H2S et VP et RM pour toutes les souches.

Le test d’hydrolyse de I’amidon a permis de sélectionné les isolats de Streptomyces sp au tant que des
souches productrices des amylases pour I’opération de I’extraction de cette protéine.

La quantification des extraits enzymatiques des isolats de Streptomyces sp. Par la technique de Biuret,
dans les mémes conditions opératoires (pH = 5,2 et T = 40°C), présente une concentration en
protéique de 0,1265 ; 0,1098 et 0,0967 mg/ml respectivement pour les trois isolats (Al, A2, A6).
Les résultats de la cinétique enzymatique des extraits amylasiques montrent une variation dans les
activités amyliques. Les quantités des produits libérés sont légerement différentes elles varient de
0,0226 ; 0,0246 et 0,0206 Mol de glucose /I. En effet, Les souches des actinomyceétes de Al et A2
présentent une bonne affinité avec le substrat amidon, les valeurs du Km sont trés faibles de 6x10-3et
1,2x10° respectivement.

Les vitesses initiales des réactions varient selon les extraits enzymatiques (A1(Vi) = 5,62x10°mol .|
Tmint, A2(Vi) = 21,9x10° mol .1 *mint, A6(Vi) = 7,5 x10°mol. It min™).
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En fin, les résultats obtenus méritent une étude plus approfondie pour les amylases qui réveillent une
grande importance biotechnologique dans de nombreuses industries tels : que 1’agroalimentaire,
pharmaceutique, grdce a leur utilisation potentielle et leurs diverses exploitations comme

biocatalyseurs, dont il est préférable de :

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

% Approfondir cette étude par I’identification chimio-taxonomique et la biologie moléculaires

et génie génetique les especes des différentes souches de Streptomyces sp isolées.
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Annexe composition des milieux de cultures et des solutions

I. Composition des milieux de cultures et des solutions
1. les milieux de culture :

Caséine amidon agar

O AMIAON. .., 10g
0 CASBINE. .. 0,039
O KN e 2g
©  KoHPO 4. e 0,029
0 NG e 2g
o MOSO4.TH2O . ... 29
0 G0, 0,059
O FESO4TH . 0.01g
LN | 18g
o Eaudistillée. ..o 1L
e PH=73
Gélose nutritive
©  AMIAON. .. 10g
O PEPIONE. .. e 59
o EXtraitde VIande...........ooooiiiiiii 19
o EXtraitde leVUIe. ... ... 29
0 NACK. .o 59
L o | S PP 159
o Eaudistillée..... ..o 1L
e PH=75

o Citrate de SOIUM. ... ...t 19

e Bleudebromothymol..............ooiii 0,08g
o Chlorure de SOIUM. ... ..ot e S5g

o Sulfate demagnésium. ... ..ot 0,2

e Hydrogénophosphate de potassium..............ccooviiiiiiiiiiiiiieee, 19

e Dihydrogénophosphate d’ammonium..................ooiiiiiiiL, lg

L - | 15¢
o Eaudistillée. ... ..o 1L

e PH=71
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Annexe composition des milieux de cultures et des solutions

Gélose TSI
®  PEPIONE. . 159
o Extraitde viande............ooiiiiiiii e 39
o EXtrait de levVure........oooviiiii i 39
o Peptone pepsique de VIande............oovveiiiiiiiii e 5¢
®  GlUCOSE. ...ttt 19
@ LGOS, .ot 10g
@  SACCRAIOSE. ...\t 10g
o Rougede phénol...........ccoiiiiiiiiii 0,05¢
o Chlorurede sodium. ... ..o 5¢
e Thiosulfate de SOIUM. ... ... 0,39
L Yo - | RPN 189
o EaudiStillée... ... 1L
e PH=75

Urée indole
O UIBB. i 29
o L-tryptophane...... ..o 0.3g
o Ethanol 8 0,05 ..o, 1cm?®
e Rougedephénol..........coooiiiiii 2,5mg
o Chloruredesodium..........cooiiiiiii 0,59
e Dihydrogénophosphate de potassium...............ccoevviiiiiiininiiiiinnnn,s 0,19
e Hydrogénophosphate de potassium............ccoeiiiiiiiiiiniiinnen. 0,19
o Eaudistillée...... .o 1L
o PH=7

Bouillon Clark et Lubs

@ PEPIONE. ..o 59
@ GlUCOSE. ...t 5¢
e Hydrogénophospate de potassium...........c.ccoiviiiiniiiiiiniieiineii 5¢
o Eaudistillée..... ..o 1L
e PH=75

Milieu d’extraction
O AMILON. .. 10g
O N HPOG . .o 10g
o EXtraitde levure. ... ..o 59
0 KRGl 0,59
O MOS0 . 0,015g
o EBaudistillée........ooiiiii 1L
e PH=7
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2. Les solutions

2.1. Tampon acétate de Sodium a 0,05M
» 4,1g d’acétate de Na.
» 100 ml d’eau distillé.
» Ajuster le pH a 4,7 ou 4,6 avec I’acide acétique dilué.
2.2. Préparation de la liqueur de Fehling
» Solution cuprique A : Sulfate de cuivre pur : 40 g ; Acide sulfurique : 2 ml ;

Eau: 1L
» Solution Tartarat-Alcaline B : Tartrate double de sodium et de potassium : 200 ; Soude
:1509; Eau: 1L
2.3. Préparation de biuret
» Sulfate de cuivre CuSO45H20. ..., 1,59
» Tartaratedoule de potasium et de sodium...................... 69
3 NAOH ... 30g
» lode de potassium ..........covviiiiiiiiiiiii e 1g
P H2O t 1L
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Résumé :

Les enzymes d’origines bactériennes représentent une source principale dans les applications industrielles.
Parmi ces enzymes, les amylases qui sont les plus impliquées dans la biodégradation de I’amidon. Dans cette
étude, trois souches d’actinomycétes ont été isolées a partir du sol de la région de Ouilis (Mostaganem). Ces
isolats sont identifiés et caractérisés par des observations macro et microscopiques, suivi des tests
physiologiques et biochimiques. Une fermentation submergée des isolats dans un milieu liquide riche en
amylase a été effectué pour produire les amylases. Aprés ’extraction des fractions enzymatiques solubles, la
quantification et la cinétique des extraits enzymatiques ont été effectués a des longueurs d’ondes A =540 nm
par les méthodes de dosages colorimétriques de Biuret et de liqueur Fehling.

Les résultats des caractérisations macro, microscopiques et les tests physiologique et biochimique confirment
que les trois isolats d’actinomyceétes appartiennent au genre Streptomyces sp. Les extraits enzymatiques bruts
des souches présentent des concentrations 0,1265 ; 0,1098 et 0,0967 mg/ml respectivement pour les trois isolats
(AL, A2 et AB). Le dosage des produits libérés au cours des différentes réactions d’hydrolyses des substrats
présentent respectivement des valeurs supérieur de 0,0226 et 0,0246 mol de glucose /I pour les isolats Al et
A2. Cependant, les valeurs du Km, les plus faibles sont notées respectivement pour les souches de
Streptomyces sp. Al et A2 (6x1072 et 1,2x10%) par rapport a I’isolat A6 (8,9x107%). Les vitesses initiale (Vi)
des réactions sont de 5,62 ; 21,9 et 7,5 mol.I"Y.min"! respectivement pour les trois isolats Al ; A2 et A6.

Les résultats obtenus méritent une étude plus approfondie, dont il est souhaitable de purifier I’enzyme amylase
et ouvrent des perspectives positives pour des bonnes exploitations industrielles des souches et leurs enzymes.

Mots-clés : Actinomycetes, Amylase, constante Km ; Vitesse initiale.

Sammary : Enzymes of bacterial origin represent an important source in industrial applications,such as
amylases which are the main enzymes involved in the biodegradation of starch. In this study, three strains of
actinomycetes were isolated from the soil of the region of Ouilis (Mostaganem). These isolates are identified
and characterized by macro and microscopic observations, followed by physiological and biochemical tests.
Submerged fermentation of the isolates in amylase-rich liquid medium was performed to produce the amylases.
After the extraction of the soluble enzyme fractions, quantification and kinetics of the enzymatic extracts were
carried out at wavelengths A = 540 nm by Buiret and Fehling colorimetric methods assays.
The results of the macro, microscopic characterizations and the physiological and biochemical tests confirm
that the three isolates of actinomycetes belong to the genus Streptomyces sp. The crude enzymatic extracts of
the strains have concentrations of 0.1265; 0.1098 and 0.0967 mg / ml respectively for the three isolates (A1,
A2 and A6). The dosage of the products released during the different hydrolysis reactions of the substrates
respectively have higher values of 0.0226 and 0.0246 mol glucose / | for the isolates Al and A2. However, the
Km values are the lowest for Streptomyces sp. Al and A2 (6 x 10 and 1,2 x 10-®) compared to isolate A6 (8,9
x 10-%). The initial velocities (Vi) of the reactions are 5.62 ; 21.9 and 7.5 mol.I"X.min* respectively for the three
isolates Al ; A2 and AG6.
The results obtained deserve further study, from which it is desirable to purify the amylase enzyme and open
up positive prospects for good industrial exploitation of the strains and their enzymes.
Keywords : Actinomycetes, Amylase, Km constant ; Initial speed.
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