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Introduction



[Titre du document]

Introduction

Les Actinobactéries jouent un grand role dans les différents domaines 1’écologique,
agriculture, industriel et économique. Ce sont des microorganismes a multiples fonctions, ils
contribuent dans les cycles géochimio-pédologiques. Ils se comportent beaucoup comme
des champignons par leurs systemes de développement sous formes des mycéliums ramifiés.
Ce sont des bactéries a Gram positif, ils peuvent étre terrestres ou aquatiques. D’aprés
Mukhtar et al. (2018), Les actinomycetes produisent de nombreuses enzymes extracellulaires
précieuses qui peuvent décomposer une variété de matieres organiques. Les enzymes
produites par Actinomycetes sont appliquées dans les différentes industries telles que les
cellulases, les protéases, les xylanases, les lipases, les chitinases , les pectinases et les
amylases. lls jouent un réle clé en tant que de biocatalyseurs des réactions métaboliques. Les
actinomycetes forment un groupe important de populations microbiennes dans le sol, vu leurs
importances industriels le travail a porté sur la sélection de quelques especes d’actinomycetes
productrices des amylases. Cependant, des étapes multiples ont été suivies avec quelques
objectifs afin de réaliser ce travail, les principales étapes sont :

» Isolements et purification des actinomycetes a partir des échantillons du sol

foresteries, de la région de la Mostaganem.

» ldentification des isolats sélectionnés sur la base des criteres morphologiques,
physiologiques et biochimiques.
» Production et extraction des extraits d’amylases d’origine bactérienne, poursuivie

d’une mise en évidence de leurs cinétiques enzymatiques.

» Présentation des résultats et leurs discussions, jointes d’une conclusion générale et des

perspectives
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I. Apercu bibliographique sur le sol

1. Définition du sol

Le sol est un environnement ou cohabitent les étres vivants (racines des vegétaux, les
animaux et les microorganismes). Selon Arpin et al. (1980), c’est un assemblage complexe
de substances minérales et organiques de gaz et de l'eau, a l'intérieur duquel se déroulent
simultanément des phénomenes de dégradation et de synthése. Cette hétérogénéité du sol a
des particularités biologiques et biochimiques trés diverses. L’activité de ces populations est
influencée par divers facteurs (température, pH, profondeur du sol, humidité et présence des
substances organiques et inorganiques). Les microorganismes présents dans le sol sont
impliqués dans les cycles de nombreux éléments chimiques (carbone, azote, phosphore,
soufre, du fer et d’autres). Ils sont impliqués aussi dans la formation et la dégradation de
I’humus et jouent un role important dans la solubilisation des composants organiques et
inorganiques inaccessibles aux plantes (Quénéa, 2004 ; Arpin et al, 1980).

2. Les composants du sol

Le sol est un milieu composé de plusieurs phases, solide, liquide et gazeuse (fig. 1). C'est un
milieu structuré et son organisation influe directement sur I'ensemble des propriétés du sol.

Elle dépend aussi des interactions bio-organo-minérales.

Partie végétative
Humus

Couche arable: Mélage
d'humus et minéraux

Sous sol: Pauvre en humus

Roche mére
100% minérale

Fig. 1 : Schéma d’un profil de sol d’un végétal.?
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2.1. La phase solide du sol
D’aprés Clavet, (2003), cette phase est constituée par des minéraux (95 a 99% du sol) et des
matiéres organiques en proportions variables. On peut considérer que les organismes vivants
du sol font partie de la phase solide puis qu’ils ne sont ni gazeux ni liquides. Les constituants
minéraux du sol sont primaires, issus directement de I’altération et la transformation chimique
de la roche mere ou secondaires. Elle comporte des sels (ex. carbonates de calcium ou de
magnésium) ou des silicates (ex. Argiles), des colloides (hydroxydes de fer ou d’aluminium)
et d’autres minéraux secondaires (Gobat, 2003).
La texture d'un sol correspond a la répartition des minéraux par catégorie de grosseur. Les
sols sont classés suivant leurs proportions relatives selon les tailles granulométriques des
particules argileuses, limoneuses et sableuses (Atlas et Bartha, 1992)

» Sable (@ =50 a 2000 pum)

» Limon (@ = 2a 50um)

» Argile granulométrique (@ < 2pm)
Concernant constituants organiques (I’humus), la phase solide contient les produits de
décomposition partielle des végétaux, ainsi certaines matiéres végétales peu degradables
comme la lignine ou les acides humiques (fig. 1) (Jerome et al. 2004). La fraction organique
d'un sol est constituée a plus de 80% de matiére organique morte (résidus de plantes et
d'animaux en état de décomposition naturelle) (Paul et Clark, 1996). Les bactéries et les
champignons constituent les microorganismes les plus représentés dans la phase solide ou ils
sont les principaux responsables de la minéralisation des matiéres organiques (Quénéa |,
2004.).1Is participent aussi a un processus appelé humification qui conduit a la formation de
I'numus qui est un composé complexe et majeur du cycle de la matiere organique tellurique et
de la fertilité du sol (Paul
et Clark, 1996)
2.2. La phase liquide du sol
La phase liquide du sol est une solution dont la composition est complexe et trés variable
appelée souvent « solution du sol » (Calvet, 2003). La teneur globale en eau d’un sol est
soumise a des changements trés rapides en fonction des précipitations, de I’évapotranspiration
et des remonteées capillaires (fig. 1) (Gobat, 2003).
2.3. La phase gazeuse du sol
La phase gazeuse du sol est encore appelée atmosphere du sol sa composition est souvent

voisine de celle de I’air, mais elle peut étre trés variable dans I’espace et dans le temps. Elle
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dépend principalement de deux facteurs, la proximité de 1’atmosphére, c'est-a dire la
profondeur dans le sol et I’activité biologique (Clavet, 2003).

Remarque : D’apres (Bonell et al ,1981). 1l existe un grand nombre de types des sols, parmi
les quels les sols bruns, les sols rouges, les sols iso humiques et les sols ferralitiques etc. On
considére qu'un bon sol agricole est constitué¢ de 25 % d’eau, 25 % d’air, 45 % de maticre
minérale et de 5 % de matiére organique.

3. Les facteurs influencant I'activité du sol

3.1. Les facteurs physiques

Les facteurs physiques influencant la qualité du sol sont la texture et la structure. La texture
du sol intervient de deux fagons : directe par l'action de différentes fractions minérales ou
indirecte par son role majeur dans la genése de la structure du sol. Dans un sol sableux riche
en humidité, assure une propagation rapide de I'activité microbienne. Cette propagation est
ralentie par la présence d'argile. L'action directe des particules argileuses a un effet protecteur
des substances organiques par formation de complexes organo-minéraux moins accessibles a
I'activité microbienne (Morel, 1989).

Concernant la structure du sol, les particules du sol maintenues ensembles par des forces
physiques et chimiques forment des agrégats. L’absence ou la présence ainsi que la forme de
ces agrégats definissent le type de structure (fig. 2) (Girard et al, 2005). Ainsi que, la qualité
structurale du sol est fortement influencée par la valeur du pouvoir d’oxydo-réduction de ce

sol (Morel, 1989).

1em Profil cultural

Eléments structuraux
(mottes, agrégats,...)

Particules élémentaires

Squelotte Arglle ot matidres  Pores " °*°. .’. ‘ Hotizon

(limons, sables)  organiques liées  texturaux Q’ ‘ i
14
\\\ N

-l

Pores .~
Structuraux
~

-~ N | "‘
§
1 mm N \ \ \ A AN

Fig.2 : Schéma d’Observation de la porosité a différentes échelles (Girard et al, 2005)
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3.2. Les facteurs chimiques

Les facteurs chimiques regroupent la réaction du sol aux différents pH la salinité. D'apres
Boullard et Moreau, (1962), I’ensemble des processus biologiques surtout la nitrification et
la réduction de la respiration des sols salés constituent pour les microorganismes telluriques,
un milieu défavorable en raison de la présence d'ions toxiques ; du pH parfois trés basique ;
du taux de la salinité de leur tension osmotique parfois élevée. L'inhibition de Il'activité
biologique par les sels se traduit par une forte teneur en composés hydrosolubles trés mobiles
(Dellal et Halitim, 1992). La variation d’acidité du sol présente un facteur limitant pour le
développement des germes. Certains genres bactériens tels que les actinomycetes sont tres
sensibles aux variations du pH, ils favorisent des milieux proches de la neutralité.
Contrairement aux champignons qui préferent un pH acide (Boullard et Moreau, 1962).
Toutefois, I'évolution de la microflore du sol est influencée par le taux de la salinité,
I'augmentation de ces taux peut diminuer le nombre de microorganismes (Maameri, 2007).
3.3. Les facteurs climatiques

La succession des saisons dont la combinaison entre l'intensité de température et 1’humidité
exerce un effet trés important sur la microflore des sols (Morel, 1989). Les variations
saisonniéres des activités biologiques des sols sont dues en grande partie a des changements
en qualité et quantité dans les apports nutritifs que constituent les matiéres organiques
(Boullard et Moreau, 1962). L'humidité et la température sont deux facteurs essentiels.
Les sols secs ne présentent qu’une activité microbienne faible, mais lorsque cette teneur
augmente, l'activité des microorganismes augmente progressivement jusqu' a un maximum,
puis elle décroit (Morel, 1989 ; Karabi, 2010). Selon Sltenner,( 2005), un excés ou un
manque d’eau ralenti ou inhibent le développement la vie de la microflore, il est nécessaire
aussi a leurs déplacements. La température du sol représente aussi un facteur écologique tres
important qui influe la multiplication et la I’activité des microorganismes (Sasson, 1967).
Pour chaque activité microbienne existe un seuil de température. Un optimum de température,
au-dessous ou au-dessus du seuil correspond respectivement a une activité maximale ou nulle
(Morel, 1989).
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I1. La microflore du sol
I. Définition

Le sol représente un support de vie et des reserves de molécules simples et complexes telles
que les vitamines, les hormones, les antibiotiques, les enzymes, etc. pour I’étre humain ou
pour les microorganismes (Dommergues et Mangenot, 1970). Une diversité de vie existe
dans le sol gréace a la présence des microorganismes (bactéries, des champignons, des algues),
des racines souterraines des plantes ainsi que des insectes et animaux tres variés (des
protozoaires aux mammifeéres). Il est intéressant de noter que plus de 90% de la biomasse des
sols sont constitués par les organes souterrains végetaux principalement les racines (50%),
et la microflore (41,7%) (Calvet, 2003). Tous participent d’une maniére ou d’une autre a la
formation et a 1’évolution du sol, en particulier de sa fraction organique (Gobat, 2003).

2. Les microorganismes du sol

2.1. Les Algues

Les Algues sont des organismes phototrophes, présentent des différences significatives par
rapport aux bactéries ou aux champignons (Dommergues et Mangenot, 1970). Les algues
peuvent se contenter de faibles intensités lumineuses, ce qui leur permet d’avoir un
comportement autotrophe actif a plusieurs millimétres au-dessous de la surface, notamment,
dans les sols riches en particules de quartz translucides. Ainsi, le nombre différe selon les
profondeurs (tab. 1).

Tableau 1: Nombre de microorganismes par 1g/sol en fonction de la profondeur (Alexender,
1991).

Profondeur (cm) Bactéries Actinomycetes | Mycetes | Algues
3a8 2750000 2080000 119000 25000
20425 2179000 545000 50000 5000
35240 570000 49000 400000 500
65a75 11000 5000 6000 100
135a 145 1400 - 3000 -

2.2.  Les Protozoaires

Plusieurs especes de protozoaires du sol se montrent trés ubiquistes et se retrouvent dans des
conditions climatiques trés différentes. lls ont une préférence pour les sols acides, cependant,

il existe des espéces exclusivement calcicoles (Davet, 2003).
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2.3.  Leslevures

Les levures sont peut nombreuses dans le sol. Il renferme des populations de levures variables
suivant son type, caractéristiques et la végétation qu’il porte. Cependant les lois de leur
répartition ou de leurs éventuelles fluctuations saisonnieres sont encore imparfaitement
connues. Les Levures sont abondantes dans les sols riches en matiére organique fraiche ou
peu décomposée et peut-étre plus encore dans les litieres forestieres (Dommergues
et Mangenot, 1970)

2.4.  Lesvirus

A coté des microorganismes qui sont visible au microscope optique, le sol renferme d’autres
sub-microscopiques dont 1’existence ne peut étre démontrée que par la microscopie
¢lectronique. Il s’agit essentiellement des virus, lorsqu’ils sont libres et placés hors d’une
cellule vivante et a la lumiére, ils sont rapidement inactivés. Une fois ils sont adsorbés
peuvent conserver longtemps leur pouvoir infectieux (Davet, 2003).

2.5.  Les champignons

La biomasse fongique est trés variable abondante suivant les cas des sols. On peut I’estimer a
environ entre 120 Kg/ha a plus d’une tonne dans les sols normaux (Dommergues
et Mangenot, 1970). Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales a
I’équilibre écologique des sols. De nombreux travaux indiquent une prédominance des
espéces : Mucor, Trichoderma et Aspergillus, alors que Rhyzopus, Fusarium, Zygorhynchus,
Cephalosporium, Cladosporium et Verticillium (Noumeur, 2008).

2.6.  Les bactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus actifs
du sol. D’ailleurs, tous les groupes les bactéries connus sont isolés des échantillons de sol, a
I’exception de ceux des milieux adéquats sont utilisés (Dommergues et Mangenot, 1970).
De ce fait, accéder a la diversité bactérienne de maniere exhaustive constitue un des défis
majeurs de ces derniéres décennies en écologie microbienne et les techniques qui y sont
dédiées n’ont cessé d’évoluer (Theodorakopoulos, 2013). Leurs nombre varient selon le sol
et les profondeurs (tab. 1).

3. Les actinomycetes

Les actinomycetes constituent D’ordre des actinomycétales. Ce sont des bactéries
filamenteuses, septées, ramifiées, prenant généralement de Gram positive, le mot
«Actinomycétes» provient de deux substantifs grecs « Actino » et « Mycéte » et signifie
«champignons a rayon» ou «champignons rayonnants», expression utilisée pour désigner en

anglais (Ray fungi). Elles croissent en I’espace de quelques jours a quelques semaines. Elles
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sont abondamment distribuées dans la nature. Les actinomycétes sont importants en raison
surtout de leur rdle dans la fertilisation des sols, synthése de composés complexes comme les
antibiotiques, les vitamines, les stérols, etc. Les actinomycétes n’ont pas de membrane
nucléaire, elles possédent des organites flagellaires rassemblant a ceux des bactéries. Elles
sont, pour la plupart, sensibles au lysozyme et aux agents antibactériens ; le diamétre de leurs
hyphes est plus petit que celui les champignons (Kitouni, 2007).

En effet, ils, présentent des similitudes avec les Eubactéries et avec les champignons.
Toutefois, il existe donc une transition entre les formes mycéliennes typiques et les formes
unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée a former un mycelium ramifié. Ils sont
sensibles & certains antibactériens mais pas aux antifongiques ((Dommergues et Mangenot,
1970 ; Larpent et al, 1989 ; Aouar, 2006 ; Logman, 2009). Certains actinomycetes sont
capables de se développer a des températures élevées et de produire des enzymes actives dans
des conditions acides, d’autres sont des symbiotes de plantes (Ensign et al, 1993).

3.1. Classification des actinomycetes

Les Actinomycétes appartiennent au régne des Procaryotes (organismes cellulaires sans
noyau), la division des Firmicutes (Bactéries Gram-positif) et a la classe des Thallobacteria
(ramifiées) contenant 1’ordre des Actinomycetales ; cette classification a été décrite par
Bergey's, (1989), dans son Manuel Systematic Bacteriology (1986, 1989),

Durant les 30 dernieres années, cette classification a évolué en fonction du développement des
connaissances, cela a été marqué des nouveaux critéres de classification, ou sont regroupés en
quatre périodes Goodfellow et Williams, (1983):

> La période classique, ou seuls les criteres macro et micromorphologiques,
permettaient de différencier les genres entre eux ;

» La période d’utilisation de la chimio-taxonomie. la chimio-taxonomie est 1’utilisation
des caracteres chimiques des cellules (les acides aminés pariétaux, les lipides des
enveloppes cellulaires et les sucres cellulaires) ;

» La derni¢re période combinaison de 1’outil informatique a de nombreux tests
physiologiques pour différencier entre les especes de chaque genre.

3.2. Physiologie et écologie

Physiologiquement et écologiquement, il existe deux groupes d’actinomycetes. En premier
lieu, les formes fermentatives, anaérobies strictes ou facultatives, illustrées par le genre
Actinomyces. Ces organismes sont des saprophytes des cavités buccales naturelles de
I’homme et des animaux supérieurs et ils ne sont jamais retrouvés dans le sol. Contrairement,

les formes oxydatives, aérobie, tels que les Streptomyces, le sol reste leur réservoir principal
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est peuvent disséminées par leurs spores dans 1’air. Certains genres d’actinomycétes sont des
chimio-organotrophes, mais plusieurs espéces sont capables aussi de croissance chimio-
autotrophiques (Reponenet al., 1998 ; Mariat et Sebald, 1990).

3.3. Distribution dans la nature

Les Actinomycétes sont adaptes a divers milieux écologiques (sols, les eaux douces ou salines
et dans I’air). Toutefois, ils sont abondants dans les sols alcalins et les sols riches en matiére
organique ou ils constituent une part importante de la population microbienne (Logman,
2009) (tab. 2).

Tableau 2: Fréquence des divers genres d’Actinomycétes dans le sol (Lechevalier

et Lechevalier, 1967).

Genre Pourcentage %
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,4
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycobacterium 0,14
Streptosporangium 0,10
Actinomadura 0,10
Micropolyspora 0,10
Pseudonocardia 0,06
Microellobosporia 0.04

3.4.  Cycle de développement

Les Streptomyces ont un cycle de développement complexe qui se divise en plusieurs étapes.
I1 débute par la germination d’une spore qui donne naissance a un mycélium primaire formé
d’hyphes non septes et plurinucléés, ramifiés et ancrés dans le milieu solide. En effet ce
dernier s’autolyse et les produits de la lyse sont cannibalisés par le mycélium aérien. Les
extrémités des hyphes aériens se prennent la forme spirale, puis se cloisonnent et se

différencient pour former des chaines de spores uninuclées (fig.3).
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Fig.3 : Cycle de développement des Streptomyces sur milieu solide (Jakimowicz, 2007).
3.5.  Classification scientifique

Selon Waksman et Henrici, (1943)° les streptomycés sp présentent une diversité d’espéce

d’environ environ 500 espéces, ce genre appartient au taxon suivant :

Regne: Les bactéries
Phylum:  Actinobactéries
Classe:  Actinomycetes

Ordre:  Actinomycetales

YV V. V VYV V

Famille: Actinomycetaceae

» Genre:  Streptomyces
4. Importance des actinomycétes
4.1. Dans le domaine médical et vétérinaire
Parmi les genres actinomycétales, les Streptomyces sont les plus importants producteurs
d’antibiotiques et autres métabolites secondaires (75%) (Reval, 2012). Les antibiotiques des
actinomycetes sont utilisés dans le traitement de certaines maladies des plantes, par exemple :
La blasticidine est active sur les pathogenes du riz (Piriculariaoryzae). Les pramicidines, par
exemple sont des antifongiques synthétisés par une souche d'Actinomadura bibisca, ils sont
aussi utilisés dans le traitement des maladies humaines et trés actives contre des infections
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systémiques fongiques (Tuomela et al, 2000). En plus les antibiotiques antimicrobiens des
actinomycetes sont une source de substances antitumorales (actinomycine), miticide
(tétranactine), antihelmintiques (avermectines), et de substances ayant des activités
biologiques les plus diverses (immunosuppressives, immunostimulantes).

4.2. Dans le domaine industriel

De tres nombreux métabolites bioactifs sont synthétisés par les actinomycetes tels que les
enzymes. Certaines sont utilisées dans 1’industrie alimentaire (isomérase du glucose)
et ’industrie des détergents (protéases). Les glycosidases jouent un réle important dans la
dégradation des biomasses végétales (amylases et xylanases) et animales (chitinases).
D’autres enzymes peuvent avoir des applications médicales (neuraminidases, estérases
et oxydases des stérols) (Tsujibo et al, 2003).

Les amylases sont considérées comme un groupe important d'enzymes hydrolysant I'amidon
en sirops a teneur élevée en fructose, glucose et maltose, ils peuvent étre classés en
endoamylases et exoamylases. Les Streptomyces erumpens et Thermobifidafusca ont la
capacité a sécréter des amylases a I'extérieur des cellules pour effectuer les digestions
extracellulaires. Des especes de Streptomyces produisent des amylases, des cellulases et des
hémi-cellulases.

Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycetales, ces enzymes catalysent
I’hydrolyse des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en glycérol et en acides gras
(Desouza et al, 2010)

4.3. Dans le domaine agronomique

Les actinomycétes sont considérés comme des biofertilisateurs des sols. Ils possedent d’autres
potentiels intéressants tels que leur implication dans le processus de recyclage. En effet, ces
microorganismes sont aussi utilisés en bio-remédiation (le recyclage des nutriments). Ils sont
aussi capables de dégrader des hydrocarbures chlorés ainsi que des composés organiques
complexes. D’autres genres d’actinomycetes forment des interactions symbiotiques avec les
racines de certaines plantes sous forme de nodule pour fixer 1’azote et le transformer en

éléments assimilable par les plantes (Frankia) (Fickers et al, 2008)
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I11. Matériel et méthodes

1. L’objectif

L’objectif principal de notre travail est focalisé sur I’isolement et 1’identification de quelques
souches des actinobacteries du genre Streptomyces sp du sol forestier de la région d’Abd-El-
Malak Ramdhan (Mostaganem). Ces Streptomyces sp vont étre sélectionné et caractérise pars
des tests physiologiques et biochimiques dans le but de les utilisés pour la production des
amylases.

2. Protocol expérimental général

La figure ci-dessous résume les principales étapes du protocole général suivi durant le travail.

Echantillonnage Isolement des Purification
du sol actinomycétes des souches
f - - -
Extraction Fermentation < Identification
(Enzyme amylase) submergée des souches

Etude présence enzymatique et la cinétique

Fig. 4: Protocole expérimental générale.

2.1. Sites de prélévement de I’échantillon
Le choix du site des prélevements des échantillons a porté sur des sols foresteries de la région
Abd-EI-Malek Ramdane de la wilaya de Mostaganem (fig. 5). Cette région est située a 36° 06’

2
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 40 %. Les prélevements ont été effectués le 10 février 2019.
Les échantillons sont prélevés aseptiquement a une profondeur d’environ 25 cm. Les sols ont

été placés dans des sacs stériles. Chaque echantillon est prélevé selon la méthode de cing

2
points aliquotes récupeérer sur une surface de 100 m (fig. 5).
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Fig. 5 : Le site des prélévements de sol foresterie de la région d’ Abd-El-Malek Ramdane
(W. Mostaganem). A : Vue de loin de la forét ; B : Point de prélevement.
2.2. Isolement des actinomycétes
Une fois arrivés au laboratoire, les échantillons de sol sont distribués dans des boites de Pétri
stériles. Le prétraitement des échantillons de sol est une étape préliminaire permettant de
sélectionner les Actinomycetes dans les échantillons de sol. Les ensemencements sont

effectués par la méthode de suspension-dilutions (fig. 6).

Fig.6 : Préparation des dilutions de sol
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On met en suspension 1g du sol sec dans 9 ml d’cau physiologique stérile ([NaCI] 9 g.I"™),
cette dilution est considérée comme la solution mére (10™*g/ml). Aprés homogénéisation au
vortex, on réalise une série des dilutions décimales dans 1’eau physiologique stérile jusqu’a
10°(Kitouni, 2007). Aprés la décantation des suspensions de sol, 100 pl de chaque dilution a
été ensemence et étalé par un rateau de pipette pasteur stérile sur un milieu de culture amidon
caseine pH 7,0 (voir la composition de milieu (annexe I). Des antifongiques ou /et des
antibactériens Gram ~ doivent étre additionnée a raison de 10 pg/ml dans le milieu de culture.
Leurs emplois dans le milieu d’isolement facilitent 1’élimination totale des champignons, des
levures et la plupart des bactéries a Gram négatif (Ouhdouch et al. 2001). Les boites de
Pétri sont incubées a 30°C pendant 7 a 14 jours. Des observations régulieres sont effectuees
chaque jour (Lemriss et al. 2003).

2.3.  Purification et conservation des isolats
Les colonies d’actinomycétes obtenues subissent une purification, en réalisant des repiquages
successifs sur la gélose nutritive (annexe ). Ensuite, les boites de cultures sont incubés
pendant une semaine a 30°C. Cette opération est répétée jusqu’a 1’obtention des souches
pures. Les souches pures doivent étre conservée a 4°C (Lemriss et al. 2003).
2.4. Identification des actinobactéries
2.4.1. Caractérisations macroscopiques
Cette technique consiste examiné les colonies des différentes souches par la loupe binoculaire
(ZEISS 475022 G x10) et a I’ceil nu (Williams et Cross, 1971). Les caractéristiques
macroscopiques sont basées sur la taille, la forme, la texture, I’observation des mycéliums
(substrat et aérien) et les pigmentations diffusibles sur les milieux de culture (wei et al 2014).
2.4.2. Caractérisations microscopiques
La coloration de Gram est la base de 1’identification d’une souche bactérienne. Car c’est le
point de départ du choix des examens complémentaires a effectuer. Pour chaque colonie
répondant aux caractéristiques macroscopiques des actinomycétes des frottis sont réalisés.
Ces derniers sont colorés en premier lieu par une solution de violet de Gentiane qui est un
colorant basique, pendant une minute. Ensuite les lames sont rincés par une solution iodo-
iodurée (Lugol) qui agit en augmentant les interactions entre le colorant et les cellules. Afin
que, celle-ci soient contrastées. Les frottis sont décolorés par I’alcool et rincées a ’eau
distillée pour éliminer 1’excés de la coloration.
Enfin, les frottis sont recoloré par un colorant basique de couleur rose la Fuschine, pendant
une minute, puis rincés abondamment a 1’eau du robinet. Une fois les lames sont séchées,

elles sont examinées au microscope optique a 1’objectif (Gx100) a 1’aide d’une goutte d’huile
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a immersion. Les résultats sont photographiés a 1’aide d’un appareil photographique
(personnel).
2.4.3. Les tests biochimiques
2.4.3.1. Hydrolyse de ’amidon
La souche est ensemencée sur le milieu nutritif contenant 1 % (P/V) d’amidon soluble, apres
14 jours d’incubation a 30°C, la culture est recouverte d’une solution de Lugol. L’hydrolyse
de I’amidon est mise en évidence par I’absence de coloration autour des colonies.
Les zones contenant de 1’amidon se colorent en bleu (Geraldine et al. 1981).
2.4.3.2. Hydrolyse de la caséine
L'hydrolyse de la caséine est étudiée sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écrémé. Les
boites ensemencées sont observées aprés 14 jours d'incubation a 28°C. La clarification de la
gélose autour des colonies témoigne I'hydrolyse de la caséine (Geraldine et al. 1981 ;
Chaphalkar et Dey, 1996).
2.4.3.3. Hydrolyse de la gélatine
La souche est cultivée sur milieu nutritif contenant 0,4 % (P/V) de gélatine pendant 14 jours a
30°C. Les zones ou la gélatine n'est pas dégradée s’opacifient lorsqu’une solution de chlorure
mercurigque est ajoutée. Les zones claires correspondent aux zones de I'hydrolyse (Geraldine
et al. 1981).
2.4.3.4. Hydrolyse de lécithine et lipase
Les protéases hydrolysent les lipoprotéines et libérent des lécithines solubles, des protéines et
des lipides, cela se traduit par un éclaircissement autour de la culture. Ajouter a la gélose
nutritive maintenue en surfusion a 45% d’émulsion de jaune d’ceuf dans les conditions
stériles. Les souches bactériennes sont ensemencées par une strie a la surface du milieu puis
incuber 1 &5 jours a 37°C (Joffin, 2013). Aprés I’incubation si :

» Un halo opaque blanc-jaunatre et parfois la zone d’opacification ne déborde que peu

ou pas autour de la culture signifie 1échitinase positif.
» Il n’y apas de halo de précipitation signifie léchitinase négatif.
» Une zone de protéolyse est transparente, une zone d’opacification de léchitinase
positif et lipoprotéinase positif.
» Une zone de protéolyse transparente signifie que le test de léchitinase négatif,

et lipoprotéinase positif (Joffin ,2013).

15



Chapitre III matériels et méthodes

2.4.3.5. Utilisation de citrate comme une seule source de carbone
La pente du milieu de citrate de Simmons est ensemencée selon une strie longitudinale au
moyen d'une pipette Pasteur stérile avec un inoculum de la souche. L'incubation s'effectue a
30°C. L'observation de la croissance se fait quotidiennement durant une semaine (Marchal
et Bourdon, 1991).
2.4.3.6. La reduction des nitrates
Des tubes contenant 10 ml du milieu bouillon nutritif supplémentés par 0,1 % (P/V) de
nitrates de potassium sont ensemencés, puis incubés & 30°C. Au 5 ™, 10 *™ et 14 *™ jour,
trois gouttes des réactifs N(I) et N (I1) sont ajoutées a 1 ml de la culture.

» La réduction des nitrates en nitrites est mise en évidence par 1’apparition d’une

coloration rouge.

Nitrate réductase
NO* + 2H

v

NO:2 + H20

» En I’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont alors
ajoutés : L'apparition de la coloration rouge indique que le test est négatif (les nitrates
du milieu ne sont pas réduits par la souche).

» En DI’absence de la coloration, le test est considéré comme positif (les nitrates sont
réduits au dela du stade des nitrites) (Marchal et al. 1991).

2.4.3.7. Les recherche de catalase
Cette enzyme permet la dégradation du H202 qui résulte de 1’oxydation par ’oxygéne de
Faire: Catalase

H202 » H20+ 1202

Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une solution
fraiche de H202 (10%). Une goutte d’eau 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, le test de catalase est considéré comme positif. En cas

d’absence de réaction le test est négatif (Delarras, 2007).
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2.4.3.8. Les recherche de I'uréase

On ajoute une suspension en milieu d’urée-indole. La lecture effectuée aprés 5 a 7 jours
d'incubation a 30 °C (Jouve, 2014)

- Si la couleur de milieu vire vers le rouge: Uréase positive.

- Si la couleur de milieu reste inchangée: Uréase négative.

2.4.3.9. Les test TSI

Ce test est réalisé en utilisant le milieu TSI (gélose au Glucose, Lactose Saccharose et Hz2S).
Des tubes contenant le milieu TSI sont ensemencés puis incubés pendant 7 a 14 jours a 30°C
(Marchal et al. 1991). Les résultats se manifestent comme suit :

Lactose-saccharose positif : la pente du milieu de culture virant au jaune.

Glucose positif : culot jaune, la pente du milieu de culture rouge.

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

2.4.3.10. Les réactions VP et RM

Les colonies des souches isolées sont ensemencées sur un milieu liquide Clark et Lubs, puis
incuber & 30°C pendant 7 jours. Aprés I’incubation, en divise le milieu dans deux tubes
stériles et on ajoute quelques gouttes du réactif VP (I) dans I’un des deux tubes et le réactif
VP (1) dans I’autre tube. Quelques gouttes de réactif rouge de méthyle sont additionnées dans
un seul tube, s’il y a le virage en rouge, le test est positif (Joffin ,2013).

3. L’activité enzymatique

3.1. Préparation d’inoculum pour la fermentation

Les souches des actinobactéries déja identifiées sont ensemencées sur un milieu amidon
caséine agar. Apres 7 a 10 jours d’incubation a 30° C, les spores sont raclées par ajout de 10
ml d’eau distillée stérile, suivie d’une agitation vigoureuse. Le comptage des spores a été
estimé par mesure de 1’absorbance a 540 nm, a I’aide d’un spectrophotométre UV-visible

(Jenway 6715). Des dilutions décimales sont effectuées en cas ou I’inoculum est concentré,

pour obtenir une suspension sporale de 106 spore/ml. La pré-culture des spores des
actinobactéries est utilisée pour inoculer les milieux de fermentation. Un volume 3 ml de
I'inoculum (3% du volume utile) est transvasé dans un Erlenmeyer de 500 ml contenant 150
ml du milieu liquide spécifique pour I’extraction des amylases (Annexe 1), incubés a 30 ° C

pendant 7 jours sous agitation continue a une vitesse de 120 tours/min pendant 5 a 7 jours.
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3.2. Extraction chimique des amylases
Apres dix jours de fermentation une extraction brute des amylases a été réalisee selon le
protocole de (Ajita sundarram et al, 2014). La technique consiste a récupérer les biomasses
des différentes cultures par une filtration pour séparer le mycélium et récupérer le filtrat. Les
différents filtrats ont été traités par la solution bicarbonate de sodium [0,05 M] (V/V).
Ensuite, une centrifugation a été établie pour extraire la fraction enzymatique (4000 tr/min).
Le surnageant est récupéré puis conservé dans des flacons a 4° C, pour tester ’activité
enzymatique des amylases (Oomah et al. 2011).
3.3 Etude de la cinétique des extraits enzymatiques
3.3.1. Préparation de la gamme d’étalonnage d’ovalbumine par la méthode de Biuret
La réaction du biuret est une réaction mettant en évidence les liaisons peptidiques. La
méthode consiste a mettre en milieu basique des ions cuivre (1), en présence de protéines. Il
est également possible d'impliquer cette réaction dans un dosage colorimétrique a 540 nm. Un
complexe coloré en violet se forme en effet lorsque les ions Cu(l) sont complexés par deux
groupes carbonyles présents de part et d'autre d'une des liaisons peptidiques de la protéine.
L’absorbance est relative a la concentration des extraits protéiques.
Mode opératoire

» Préparer de la solution mére d’ovalbumine a 0,5g/100 ml;
Préparer des dilutions a partir de la solution mére ;
Ajouter 4 ml du réactif Biuret dans les différentes dilutions ;

Agiter et incuber pendant 15 minute & température ambiante ;

YV V VYV V

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

» Trace la courbe de la densité optique en fonction de la quantité d’ovalbumine.
3.3.2. Préparation de la gamme d’étalonnage du glucose
Une gamme de dilution de glucose a été préparée pour mettre en évidence le sucre réducteur
liberé a partir de I’hydrolyse d’amidon par les extraits enzymatique. Cette réaction est basee
sur I’intensité de la coloration du réactif Fehling en fonction de la quantité de sucres
réducteurs.
Mode opératoire

» Préparer de la solution mere de glucose a 1g/100 ml ;

» Préparer des dilutions a partir de la solution mere a différentes concertations.

» Ajouter 1ml de tampon acétate de sodium a 0,5M dans chaque dilution ;
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» Ajouter 5 ml du réactif Fehling aux différentes préparations ;

Y

Chauffer les tubes pendant 5 minutes dans un Bain-marie a 37°C ;

» Ajouter 3 ml d’eau distillée dans les tubes et laisser refroidir pendant 3 minutes
environ ;
» Mesurer 1’absorbance a une longueur d’onde A =540 nm ;
» Tracer la courbe de la densité optique en fonction de la quantité de glucose oxydeé en
umol [DO = f (C)].

3.3.3. La cinétique des extraits enzymatiques

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

biochimiques, catalysées par les enzymes des différents isolats a un pH constant (pH= 5,2) et

a une température optimale de 40°C.

Mode opératoire

» Ajouter 3 ml de solution d’amidon dans des tubes a essai;

» Ajouter 1ml de la solution tampon acétate pH=4,7 ;

» Ajouter 1 ml de I’extrait enzymatique dans les différentes préparations ;

» Agiter le mélange et incuber dans un bain marie a 30°C pendant 15 minutes en
présence des tubes témoins;

» Apres épuisement du temps ajouter 4 ml du réactif Fehling dans les différentes
solutions ;

» Homogénéiser, boucher les tubes avec les vises et porter 5 minute au bain marie
bouillant, apres laisser refroidir ;

» Ajouter 4 ml d’eau distillée ;

A\

Agiter et laisser reposer 10 min a température ambiante, ensuite ;

» Les concertations des produits libérés aprés hydrolyse du substrat amidon en
présence des différents extraits enzymatiques et quantifier par la mesure des DO a
une A = 540 nm contre le tube témoins en fonction du temps d’hydrolyse (Fig.23).

Remarque : La détection de sucre réducteurs a été estimée par la méthode de Fehling vu
I’indisponibilité des réactifs plus spécifiques comme.

La détermination des parametres 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 (Annexel).

La variation de la concentration en substrat (amidon) dans le milieu réactionnel et dans des
conditions optimales (pH et T°) permet de déterminer les parametres cinétiques Km, Vmax et

Vi de I’amylase. Nous avons utilisé la courbe d’étalonnage du glucose pour estimer la
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quantité du produit (sure réducteur) libéré par 1’hydrolyse de ’extrait enzymatique, selon
1’équation suivante de Michaelis-Menten :

. Vmax.[S]

Vi=——
Km + [S]

Vi : Vitesse initiale d’oxydation (mol.I"t.min™).

Vmax : Vitesse maximale d’oxydation (mol.I"*.min™).

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

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

__ Vmax

Vi= >
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IV. Résultats et discussions

1. Isolement des Actinomycetes

Quatre souches d’actinomycétes (S2, S5, S8, S9) sont identifiées et caractérisés selon leurs
aspects macro et microscopiques. Ces observations a la loupe binoculaire et au microscope

optique confirment que les souches font partie du genre Streptomycétes sp.

Fig.7 : les photos du premier isolement des actinomcétes.
2. Identification morphologique des souches d’actinomycétes
2.1. Identification macroscopique
Apres la sélection et la purification, les colonies d’actinomycétes sont reconnues sur la base
de leurs aspects morphologiques qui expriment un polymorphisme génétique des isolats (S2,
S5, S8 et S9). Des variations morphologiques visibles a 1’ceil nu sont observées telles que, les
tailles de colonies qui varies entre 1 a 3 mm, couleur etc. Ces différents criteres
morphologiques sont décrits dans le tableau ci-dessous et illustré a travers la fig. 7.

Tableau 3 : Caractérisations macroscopiques des isolats d’actinobactéries.

souches S2 S5 S8 S9
caracteéres
Couleurs Blanchatre Jaune blanche blanche
Aspects Rigoureuses | Rigoureuses Lisse, poudreuse Lisse, poudreuse
Formes Bombée Aplaties bombee bombée
Diameétre 0.5al1.2um
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Fig. 8 : Aspect macroscopiques des colonies pures d’actinobactéries.
Toutes les colonies ont été purifiées par repiquage sur un milieu amidon caséine agar et
incubées a 30 °C pendant 7 jours. Les colonies d’actinomycétes ont été reconnues par leurs
aspects morphologiques caractéristiques. Elles apparaissent séches, rugueuses, colorées ou
non, adherent a la gélose et présentent un mycélium végétatif et aérien (tab.3 et fig. 8).
Certaines montrent seulement un mycélium du substrat. Ces critéres morphologiques obtenus
sont tout a fait comparable avec ceux qui ont été déja décrit par Prescot et al (2011).
2.2. Etude microscopique
Les observations microscopiques de coloration de Gram des quatre souches isolées sont
photographiées au grossissement 100x (fig.9). La coloration de Gram des actinomycetes sont
montre que les bactéries sont filamenteuses a Gram-positif. Ces filaments sont septées,
ramifiées, prenant la coloration violéte du réactif violet de gentiane. Ces champignons a rayon
ou champignons rayonnants n’ont pas de membrane nucléaire (fig.9), elles possédent hyphes
rassemblant a des tubes distingue des bactéries. Leurs diameétres sont plus petits (0,5 a
1,2um) que celui les champignons.
En effet, d’aprés Larpent et al. (1989), il existe donc une transition entre les formes
mycéliennes typiques et les formes unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée a
former un mycélium ramifié présente des similitudes avec les Eubactéries et avec les

champignons (fig. 9).
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Fig.9 : Observation microscopique des souches actinomycetes (Gx 100), apres la coloration
de Gram.

3. Tests physiologiques et biochimiques

Les resultats des différents tests physiologiques et biochimiques des quatre souches de
Streptomyces sp sélectionnées sont présenteés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4 : Les Tests physiologiques et biochimiques des isolats d’actinomycétes.

Caractéristiques ™ S2 S5 S8 S9
Les souches
Hydrolyse de I’amidon - + + + +
Hydrolyse de caséine - + + + +
Hydrolyse de la gélatine - + + + +
Hydrolyse de la lécithine - + + + +
Réduction des nitrates - + + + +
Recherche de Catalase - + + - +
Dégradation de l'urée - + - + +
du glucose - - - ¥
Test TSI U Tact " " "
Fermentation | 94 'aCt0s€ - -
du saccharose - + + + -
Production d’H,S - - - - R
L’utilisation de citrate - - - + +
VP - + + + +
Les fermentations
. ‘g - + + + +
intermédiaires RM
TM : Témoin ; S : Souche ; (+) : Test positif ; () : Test négatif ; VP : Vogues Prauskouer ; RM : Rouge méthyle
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3.1. Hydrolyse de I’amidon

L’absence de coloration autour des bactéries, signifie I’hydrolyse de I’amidon dans cette zone.
Cette dégradation est due a la sécrétion des enzymes amylasiques dans le milieu par les
bactéries. Par contre la couleur marron du réactif Lugol dans le reste du milieu a virée vers la
couleur bleue, dans les zones dépourvues des cultures bactériennes, ce qui explique I’absence
des enzymes dans ces zones et la conservation du milieu de I’amidon. Le test d’hydrolyse de

I’amidon est positif pour les quatre isolats d’actinomycétes (tab. 4 et fig. 10).

Fig.10 : Test positif d’hydrolyse de I’amidon pour des 4 isolats des Streptomyces sp.

3.2. Hydrolyse de caséine

La présence de ces zones claires signifie que la caséine présente dans le milieu de culture a été
hydrolysée par les souches. Cela qui approuve que ces bactéries ont la capacité de
synthétisées I’enzyme chimosine et trypsine. Donc le test d’hydrolyse de la caséine est positif

pour les quatre isolats d’actinomycétes (tab. 4 et fig.11).

Fig.11 : Tests positifs d’hydrolyse de la caséine pour des 4 isolats des Streptomyces sp.
3.3. Hydrolyse de la gélatine
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La présence de zones claires autour des cultures des touts les isolats signifie que la gélatine
présente dans le milieu de culture a été hydrolysée par les souches. Ces bactéries ont la
capacité de synthétisees et de sécrétés I’enzyme gélatinase. Le test d’hydrolyse de la gélatine

est positif pour les quatre isolats d’actinomycétes (tab. 4 et fig. 12).

-~ ’ >~ S—

Fig.12 : Test positif d’hydrolyse de la gélatine pour les 4 isolats des Streptomyces sp.
3.4. Hydrolyse de la lécithine
Des zones claires sont apparus autours des souches se qui permet de dire que la lécithine
présente dans le milieu de culture a été hydrolysée par les souches. Cela peut étre expliqué par
une synthétise extracellulaire de 1’enzyme lécithinase par les souches d’actinomycétes.
Cependant, les résultats du test d’hydrolyse de la lécithine sont positifs pour les quatre isolats
d’actinomycetes (tab. 4 et fig. 13)

Fig.13 : Test positif d’hydrolyse de la lécithine pou les 4 isolats des Streptomyces sp.
3.5. Réduction des nitrates
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La figure 14 ci-dessous montre que le test des nitrates est positif en présences des quatre
souches de Stréptomyces sp. La couleur du milieu change en présence des réactifs NR1 et
NR2. Cela permet de dire que les nitrates du milieu sont transformés en nitrites, ce qui

explique que les bactéries possedent I’enzyme nitrate réductase tres active.

Fig.14 : Test positif de la réduction des nitrites pour les 4 isolats des Streptomyces sp
3.6. Recherche de Catalase
Le test de la recherche de catalase est positif pour 1’ensemble des isolats de Stréptomyces sp
(S2, S5 et S9) a I’exception de I’isolat S8 (fg. 15)

Fig.15 : Test de la catalase positif tous les Streptomyces sp, sauf, avec I’isolat 8.

3.7. Dégradation de I'urée
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L’obtention de la couleur rouge du milieu avec les souches S2, S8 et S9 indique la
dégradation de 1’urée a I’exception de I’isolat S5. Cela signifie que les trois isolats (S2, S8 et
S9) présentent un test positif, ce qui traduit que les souches bactériennes possedent 1’enzyme

uréase responsable a la dégradation de I’urée (fig. 16).

Fig.16 : Test positif de la dégradation de 1’urée pour isolats S2, S8 et S9 de Streptomyces sp.
3.8. Test TSI

Les quatre isolats de Stréptomyces sp présentent un test négatif d’ou on n’a pas noté un
noircissement du milieu dans la zone joignant la pente des tubes de TSI. Cela explique que les

souches bactériennes ne sont pas productrices de HS. Les isolats S2, S5 et S8 fermentent les

sucres lactose et saccharose présentent une pente virant au jaune. Par contre, 1’isolat S9 qui

fermente le glucose la pente est rouge (Fig. 17).

Fig.17 : Test négatif de la production d’H,S avec les quatre isolats de Streptomyces sp.
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Les tests sont positifs pour la fermentation des sucres lactose et saccharose avec les isolats
S2, S5 et S8, en outre le test de glucose est positif avec un seul isolat qui est le S9.

3.9. L’utilisation de citrate

Les résultats obtenus avec les quatre isolats de Stréptomyces sp sont positifs avec S8 et S9,
ces souches ont utilisés le citrate du milieu comme source de carbone. La couleur du milieu a
virée vers la couleur bleue. Avec les souches S2 et S5 les tests sont négatifs, les deux isolats
n’ont pas épuisé la source de carbone du milieu citrate. La couleur du milieu est restée vert et

elle n’a pas virée vers le bleue (fig. 18).

Fig.18 : Test positif de 1’utilisation de citrate avec isolats S8, S9 des Streptomyces sp.

3.10. Les réactions de VP et RM

Les tests de VP et RM sont positifs, la couleur a virer vers le rouge. Les souches
d’actinomycetes (S1, S2, S3, S4, S5 et S6) assurent les réactions de VP et RM des acides

mixtes en présence des réactifs RM et butyléne glycolique avec VP (fig. 19).

Fig.19 : Tests de VP et RM positifs pour les quatre isolats de Streptomyces sp.
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4. Production des extraits enzymatique des isolats Streptomycetes sp

4.1. Dosage des extraits enzymatiques par la réaction de Biuret

Le dosage colorimétrique des extraits enzymatiques par la méthode de Biuret est exprimé par
la concentration des extraits protéiques des enzymes solubles de Streptomyces sp. La
quantification est réalisée grace au dosage des dilutions de la protéine ovale albumine dans les
mémes conditions opératoires (pH= 5 et T= 37°C) et I’utilisation de la courbe d’étalonnage
d’ovalbumine (Fig. 20).

(@]
[a]
4 -
L
35 1 y =7,6919x
3 . R2 = 0,9094
2,5

Quantité de Oval (mg)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Fig.20 : Courbe de la gamme d’étalonnage de la protéine ovalalbumine.
Les figues 20 et 21 représentent respectivement la gamme d’étalonnage d’ovale albumine et

les concentrations des extraits enzymatiques des quatre isolats de Streptomyces sp.

0,14 - [C] en protéines

I/
0,12 - (mol/l) 0,112 0,115

0,101
0,1 -
0,081
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -
0
S2 S5 S8 S9

Fig. 21 : Concertations des extraits protéiques des quatre isolats Streptomyces sp.
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Les resultats obtenus sur les concentrations des extraits protéiques confirment les résultats des
tests d’hydrolyses d’amidon. Les deux isolats de Streptomyces sp S8 et S9 renferment une
concentration protéique supérieure (0,112 ; 0,115 mol /I) par ordre par rapport aux les isolats
S2 et S5 (fig. 21).

4.2. Mesure des parametres cinétiques des extraits d’amylasiques des isolats
Streptomyceétes sp

Les extrait enzymatiques des amylases bruts obtenus a partir des isolats de Streptomycétes sp
sont dilués et utilisés pour 1’étude de la cinétique d’hydrolyse de glucose. Cette derniére est
estimeée par la technique colorimétrique de la réduction de la réactive liqueur de Fehling. Ceci
nécessite le dosant d’un sucre réducteur pur préparé a différentes concentrations comme le
glucose et le sucre réducteur libéré (glucose) aprés hydrolyse du substrat 1’amidon par les

extraits enzymatiques (fig. 22 et fig. 24).

@)
14 1 O y = 0,0075x
R?=0,7873

12 -

1 -
08 - ¢
0,6 -
0,4 -
0,2 quantité duGlucose( pmol)

0

0 50 100 150 200

Fig.22 : Courbe de la gamme d’étalonnage du sucre réducteur pur le glucose.
La courbe de la gamme d’étalonnage du sucre réducteur glucose pur obtenue présente un
coefficient de régression de R? = 0,787 qui se rapproche de la valeur 1. Cela signifie que les
différentes dilutions sont en linéarité. Cette courbe permet a estimer les quantités du produit

libérer apres I’hydrolyse du substrat (amidon).
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4.3. Mesure des parametres cinetiques
Les courbes des cinétiques (fig.24 et 25) permettent de calculer les constantes cinétiques Km
et Vmax de I’amylase, afin, de caractériser les activités enzymatiques (tab.5).

1,4 - DO

Souche 2

——
== Souche 5

Souche 8

—— Spuche 9

. Temp (min}

0 ] 10 15

Fig. 23 : les courbes des densités optiques du glucose libéré aprés hydrolyse d’amidon par les
extraits enzymatiques de Streptomyces spp.

Le suivie de la cinétique des différents extraits par les mesures des densités optiques montrent

clairement que ’action de I’extrait enzymatique la souche (S2) a une transformation rapide

et supérieure vis-a-vis le substrat amidon comparant avec les autres extraits (fig. 23).

Les extraits enzymatiques hydrolysent le substrat d’amidon progressivement en fonction du

temps. On remarque que les extraits des souches S2 et S8 présentent des densités optiques

élevées (1,198 ; 1,061) en ordre par apport les extraits de les souches S5 et S9 (0,887 ;

0,954).

Gréace a ces courbes cinétiques, on utilise la courbe de la gamme d’étalonnage du glucose (fig.

22) pour calculer les quantités des produits libérer (glucose) aprés hydrolyse du substrat (fig.

24).
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Fig. 24: Cinétiques des extraits d’amylases des différentes souches Streptomycetes sp (S2,

S5, S8 et S9).
Les Streptomyces sont la source la plus commune d’amylase. Ragunatha et Padhmadas,
(2013). Cette méthode utilisée confirme que les extraits enzymatiques des isolats de
Streptomycétes sp sont riches de cette enzyme. La quantification de ce dernier permet de
déterminer les vitesses des réactions (Vi) pour tracer les courbes Vi = f ([P]) et calculer les

paramétres cinétiques Km et Vmax (fig. 25, tab 5).
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Fig. 25: Cinétiques des extraits d’amylases des différentes souches Streptomycetes sp (S2,
S5, S8 et S9).

Tableau 5: Paramétres cinétiques des extraits d’enzymes des isolats de Streptomyces sp.

Souches
Paramétres S2 S5 S8 S9
Vmax [mol I"'min™] 6,56x10° | 14x107 12x107 10x107
Km 12,5x107 | 7x107 6x10 10,5x10°
Vi [mol I"'min™] 52x10° | 12x107 11x10° 8,2x10”
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On note les valeurs du Km les plus faible pour les souches de Streptomyces spp. S2 ; S5 et S9
(12,5%107%; 7x10°; 10,5%10%) par ordre avec des vitesses supérieures (5,2x107%; 12x107®;
8,2x10™ mol.I".min™) par rapport & la souche S8 de km (6x107%) avec une vitesse (11x107
mol.I'Y.min™) (tab.5). Le Km traduit I’affinité de I’enzyme avec le substrat (amidon), le Km
le plus faible reflete une grande affinité avec le substrat. La souche de Streptomyces sp.S2 ;
S5 et S9 présentent une bonne affinité contrairement a la souche S8.

Les travaux de Ragunathan et Padhumadas, (2013), réalisés sur les activités des amylases
de Streptomyces sp confirment les résultats obtenus.

D’aprés Loqman, (2009), les Streptomyces sp constituent 1’un des groupes des bactériens les
plus variables et les plus importants de point de vue écologique et biotechnologique. En effet,
ces microorganismes ont une grande capacité a produire de nombreux métabolites secondaires
ayant des structures chimiques et des activités biologiques tres diverses tels que les
antibiotiques, les antifongiques, les enzymes, des stimulateurs et/ou des inhibiteurs de la

croissance etc.
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Conclusion et perspective

Les résultats obtenus aprés la sélection et la purification des isolats d’actinomycétes, ainsi

que, les observations morphologiques, suivie des tests physiologiques et biochimiques des

différents isolats d’actinomycétes présentent les caractéristiques du genre Streptomyces sp.

Les colonies obtenues sont de tailles différentes petite, moyenne et grande, dont leurs

diamétres varient de 1 a 3 mm. Plusieurs formes de colonies sont obtenus (lisse, bombé,

aplatie), avec un mycélium végétatif (mycélium aérien) de couleurs variables (jaune, marron,
et blanche etc.). L’examen microscopique révele que les bactéries sont de Gram positif.

Les tests physiologiques d’hydrolyses (caséine, amidon), ainsi que, les tests biochimiques

(hydrolyse de gélatine, catalase, réduction des nitrates) sont positif pour tous les isolats, a

I’exception de la production de gaz d’H,S est négatif. Les résultats de la cinétique

enzymatique des extraits amylasiques montrent une variation dans les activités amyliques. Les

souches de Streptomyces sp. S2 et S3 présentent une bonne affinité avec le substrat amidon,
les valeurs du Km sont trés faibles de 12,5x10° et 10,5x10° respectivement. Les vitesses
initiales des réactions varient selon les extraits enzymatiques (Vi) (S2 =5,2x107 ;

S5=12,1; S8 =11x10" S9 =8,2x10° mol I"'min™").

En perspectives, il est recommandé dans la venir de :

% Approfondir cette étude par une identification chimio-taxonomique et de la biologie
moléculaires et génie génétique des especes de différentes souches de Streptomyces sp
isolées.

% Etudier la production des enzymes potentiellement produites par les souches, telles que les

amylases par d’autres méthodes d’extractions et de purifications.
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Annexe

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

Caséine amidon agar

©  AMION. . 10g

0 CaSBINE. . et 0.03g
I )\ (O T 2g
L K2HPO4 .......................................................................... 0 02g
0 NG e e 2g
® MOSO4 . TH2O. .. 2g
0 CAC 0 0.05¢g
0 PSSO TH . oo e 0.0lg
L ) e 18g
o FEaudistillée.......oooiiniiii 1L
e PH=73

O AMIAON. . 10g
O PEPIONE. . S5¢g
o EXtrait de VIaNde.........ooiniiniii e lg
o EXtrait de 1eVUIe. . .v it 2g
o NACL 5g
L ) Pt 15¢g
o Eaudistillée. ... ..o 1L
e PH=75

Gélose TSI
O PEPIONE. ..o e I5¢g
o Extraitde viande...........ooiiiiiiiii e 3g
o Extraitde levure.........ooooiiiiiiiii 3g
e Peptone pepsique de viande............ooeiiiiiiiiiiiii e 5¢g
@ GIUCOS .ttt ettt e e e g
L 5 o] 1 1 10g
®  SACCRATOSE. .. ..ttt 10g
e Rougedeph€nol..........cooiiiiiiiiiii 0.05g
e Chlorure de sodium..........ooviiiiiiiiii e S5g
e Thiosulfate de sodium............cooiiiiiiiiiiiii e, 0.3g
LN ) 18¢g
o FEaudistillée. ... IL
° PH:7,5
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Urée indole

L8 2g
L-tryptophane. .........oooiiiii i 0.3g
Ethanol  0,95..........viieiiieeiiiiieeeie e lem®
Rouge de phénol...........ccoovviiiiiiiii e 2.5mg
Chlorure de sodium..........c.oouiiiiiiiii e, 0.5g
Dihydrogénophosphate de potassium...............cooevviiiiiniinnnne. 0.1g
Hydrogénophosphate de potassium................cooeviiiiiiiiininn. 0.1g
Eau distillée. ... ..ooiniiii 1L
PH=7
Bouillon Clark et Lubs
Peptone. ... Sg
GlUCOSE. .ottt et 5¢g
Hydrogénophospate de potassium.............ceevvviiiiiiiiinniannennnnn. S5¢g
Eau distillée. .......ooviii e 1L
PH=7,5
Milieu d’extraction

AMIAON. ..o 10g
NaZHPO .o 109
EXtrait de [evure. .. ......oiniiriii e 5g
K 0.5g
MOSO . i 0.015¢g
Eau distillée. ... ..o 1L
PH=7

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

Annexe

» 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 : 150 g ; Eau: 1L
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Annexe

2.3. Préparation de biuret

» Sulfate de cuivre CuSO45H20...........ccoovviiiiiiiiinnns 1,59
» Tartaratedoule de potasium et de sodium...................... 69
3 NAOH ... 30g
» Tode de potassium ..........coeiiuiiniiiiiiiii i 19
P H2O 1L
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Résumé

Les actinobactéries représentent une source biologique importante dans la production des enzymes qui sont
appliqués dans les industries, telles que 'utilisation des amylases dans la biodégradation de I’amidon. L’objectif
principal de notre travail est focalisé sur ’isolement et ’identification de quatre souches d’actinobacties du sol
de la région d’Abd-El-Malak Ramdhan (Mostaganem). Ces souches vont étre sélectionné et caractériser par des
tests physiologiques et biochimiques. Les inoculums des quatre isolats ont été utilisé dans un milieu liquide riche
en amidon pour la production des enzymes amylases. Apres, I’extraction, ’activité enzymatique des extraits des
amylases a été évalué par des deux méthodes de dosages colorimétriques de Biuret et Ligeur de Fehling effectues
a des longueurs d’ondes A=540 nm. Cette évaluation a portée sur la quantification des extraits enzymatiques des
souches d’actinomycétes, ainsi que les produits libérés aprés hydrolyse de substrat (amidon). Cette derniére a
permet de déterminer les paramétres cinétiques des extraits amyliotiques bruts Vmax, Km et Vi. Les résultats
obtenus confirment que les quatre isolats d’actinobactéries appartiennent au genre Streptomyces sp. Les extraits
enzymatiques bruts des souches présentent des concentrations protéique (0,081 ; 0,101 ; 0,112 et 0,115mol /I)
respectivement pour les quatre isolats (S2, S5, S8 et S9). Cependant, les valeurs du Km, sont trés faibles obtenus
respectivement avec les extraits de S2, S5 et S9 (12,5x107; 7x10: 10,5%107%). Les vitesses sont supérieures
pour les mémes souches (5,2x10; 12x107 ; 8,2x10mol.I"*.min™) par rapport & la souche S8 (km=6x107, Vi=
11x10°mol.I"".min™"), dont il est souhaitable de purifier 1’enzyme amylase et suivre la croissance des trois
souches S2, S5 et S9 sur milieu optimisé, pour bien étudier et déterminer leurs mécanismes de productions pour
I’enzyme.

Mots-clés : Streptomyces sp, Amylase, constante Km ; Vitesse initiale Vi

Abstract

Actinobacteria represent an important biological source in the production of enzymes that are applied in
industries, such as the use of amylases in the biodegradation of starch. The main objective of our work is focused
on the isolation and identification of four soil actinobactia strains in the region of Abd-El-Malak Ramdhan
(Mostaganem).These strains will be selected and characterized by physiological and biochemical tests. The
inocula of the four isolates were used in a starchy liquid medium for the production of amylase enzymes. After
extraction, the enzymatic activity of the amylase extracts was evaluated by two methods of colorimetric assays
of Biuret and Fehling Liqeur performed at wavelengths A2=540 nm. This evaluation focused on the quantification
of enzymatic extracts of actinomycete strains, as well as the products released after substrate hydrolysis (starch).
This last one makes it possible to determine the kinetic parameters of the raw amyliotic extracts Vmax, Km and
Vi. The results obtained confirm that the four isolates of actinobacteria belong to the genus Streptomyces sp. The
crude enzymatic extracts of the strains had protein concentrations (0.081, 0.101, 0.112 and 0.115 mol / I)
respectively for the four isolates (S2, S5, S8 and S9). However, the Km values are very low, obtained
respectively with the extracts of S2, S5 and S9 (12.5x1073, 7x107, 10.5x107%). Speeds are higher for the same
strains (5.2x107%, 12x107, 8.2x10° mol.I".min™*) compared to strain S8 (km= 6x107, Vi = 11x10" mol.I"X.min™),
which it is desirable to purify the amylase enzyme and monitor the growth of the three strains S2, S5 and S9 on
optimized medium, for study well and determine their production mechanisms for the enzyme.

Keywords: Streptomyces sp, Amylase, Km constant; Initial speed Vi.
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