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                                                                                                                                   Introduction  

Introduction  

Le nombre important des microorganismes du sol constituent la biodiversité de l’écosystème 

terrestre. Cette biodiversité microbienne reste encore mal connue et exploité. Elle est 

essentiellement constituée par les bactéries et les champignons. Dans un gramme de sol une existe 

une multitude de cellules microbiennes actives dont plus de108 /g. (Moreaux, 1973 ; Raoul, 2013 ; 

Hoorman et Islam, 2010). Parmi ces microorganismes les actinomycètes sont des bactéries à Gram 

positif, saprophytes, l'abondance et l'activité des actinomycètes dans le sol sont influencés par 

plusieurs facteurs, la disponibilité des nutriments, la nature et l'abondance de la matière organique, 

la salinité, la teneur en humidité relative, la température, le pH et la végétation du sol. 

Il existe de différents genres d'actinomycètes présentant une source importante de plusieurs 

métabolites d’intérêts industriels. Il a été rapporté que ce genre et spécialement les Streptomycès 

sont très reconnus pour leurs enzymes industrielles telles que les pectinases, les cellulases, les 

protéases, les chitinases, les xylanases et les amylases. Ces enzymes sont très utilisées dans les 

domaines (agroalimentaires, pharmaceutiques, cosmiques et chimiques). Dans ce contexte le 

présent travail est focalisé. Il est structuré en deux parties, dans un premier temps, une synthèse 

bibliographique a été effectuée pour cerner la problématique et élaborer le protocole expérimental. 

Dans cette partie les données bibliographiques ont été répartir en trois chapitres, définissant le sol et 

sa microflore, suivi d’une présentation des enzymes et leurs multiples intérêts. Cette synthèse a 

permet de définir les objectifs et la méthodologie d’étude qui résume : l’isolement et la purification 

des actinomycètes, l’identification et caractérisation par des tests physiologiques et biochimiques, la 

production des enzymes par Actinomycètes. Enfin, une partie expérimentale regroupant la 

présentation des résultats et la discussion, suivies d’une conclusion générale et des perspectives. 
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Chapitre I :                                                                                                 Généralité sur le sol 

I. Généralités sur les sols 

1. Définition 

Les sols sont des systèmes multiphasiques complexes et hétérogènes, composés d’air, d’eau et de 

particules solides (sable, limon, argile, matière organique (MO), nutriments etc.). En outre, les sols 

sont des médias ouverts et dynamiques, échangeant de la matière et de l’énergie avec l’atmosphère, 

la biosphère et l’hydrosphère (Sposito, 1997). Selon Nortcliff, (2002), ils doivent accomplir cinq 

fonctions principales :  

➢ Offrir un habitat physique, chimique et biologique pour les organismes vivants ; 

➢ Réguler les flux d’eau, le stockage et le recyclage des cycles des nutriments et d’autres 

éléments ;  

➢ Maintenir les activités et les diversités biologiques pour subvenir à la croissance des 

plantes et la productivité des animaux ;  

➢ Filtrer, tamponner, transformer, immobiliser et détoxifier les substances organiques et 

inorganiques ;  

➢ Fournir un support mécanique aux organismes vivants et à leurs structures.  

D’après Duchaufour, (1984) et Boulaine, (1989), l’épaisseur du sol peut varie de quelques 

centimètres à plusieurs mètres. Il résulte de plusieurs facteurs au cours du temps, comme la 

transformation de la roche-mère sur laquelle il s’est développé, des facteurs environnementaux tels 

que le climat, le relief et la végétation (fig. 1).  
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2. Les diverses phases du sol  

2.1. Phase liquide du sol 

La phase liquide du sol est souvent désignée par le terme « solution du sol », occupe une partie plus 

ou moins importante de la porosité du sol, est constituée d’eau où se trouvent diverses substances 

organiques et minérales dissoutes et des particules en suspension) (Duchaufour, 1984). La 

composition de la solution du sol varie selon : 

➢ Le climat ;  

➢ Les apports anthropiques (fertilisants, produits de traitement phytosanitaire etc.) ; 

➢ L’activité biologique du sol (exsudats racinaires, produits de synthèse et de dégradation 

microbienne etc.). 

2.2. Phase gazeuse du sol  

D’après Calvet (2003),  dans un sol bien aéré, les gaz qui règnent dans l’atmosphère du sol sont : 

➢ L’azote (78 à 80%) ;  

➢ L’oxygène (18 à 20%) ;  

➢ Le dioxyde de carbone (0,2 à 3%). 

D’autres molécules gazeuses d’origine anthropique telles que les pesticides ou les HAP 

(Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques) peuvent également être détectées dans l’atmosphère 

du sol. Ces gaz peuvent exister dans le sol soit à l’état libre ou dissous dans la solution du sol. 

Cependant, dans certaines conditions ; la phase gazeuse peut être absente. Tout l’espace poral du sol 

est occupé par l’eau et le sol (sol saturé) (Duchaufour, 1984 ; Hillel, 1982 ; Calvet, 2003).   

2.3. Phase solide du sol 

Calvet (2003), rapporte dans ses travaux que la phase solide du sol est en totalité minérale et elle 

comprend : 

➢ Éléments grossiers : Ce sont des éléments > 2 mm et on les classe par dimensions (0,2 à 2 

cm graviers ; 2 à 5 cm cailloux ; 5 à 20 cm pierres ; > 20 cm blocs.).  

➢ Terre fine : C’est la fraction de terre qu'il reste lorsqu'on retire les éléments grossiers (donc 

< 2 mm, au tamis). On peut classer les éléments de la terre fine par dimensions (2mm à 0,2 

mm sable grossiers ; 0,2mm à 50 µm sable fins ; 50 µm à 20 µm limons grossiers ; 20 µm à 

2 µm limons fins ; < 2 µm argiles). Elle comprend aussi une fraction organique dont le taux 

varie selon le type de sol et les conditions de pédogenèse. Les sols cultivés présentent des 

taux de matières organiques compris dans une gamme allant de 1à 20% de la masse du sol  
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3-fractions constitutives du sol 

Le sol contient deux fractions intervenant principalement dans la constitution du sol sorption des 

polluants à savoir les fractions organiques et minérales (Pansu et Gautheyrou, 2001) 

3.1. Fractions minérales 

Selon sposito (2008), il existe trois catégories dans le sol : 

➢ Les silicates : Ce sont des oxydes de silice qui ont des structures très diverses (Unités 

isolées (olivine (Fe, Mg)2 [SiO4]); Chaine (pyroxène (Mg, Fe)2(SiO3)2) ; Feuillet (smectite) 

et sont souvent associés à des cations métalliques tels que l’aluminium, le fer ou le 

magnésium. 

➢ Les oxydes, oxy-hydroxydes et hydroxydes : Ils sont les plus importants et abondants dans 

les sols, la gibbsite (oxyde d’aluminium Al(OH)3), La goethite et l’hématite (oxydes de fer 

((FeO-OH),(Fe2O3)), la birnessite et la lithiophorite (oxydes de manganèse). 

➢ Les carbonates : Les plus abondants sont les carbonates de calcium (Calcite) et les 

carbonates de magnésium (Dolomite (Ca, Mg) (CO3)2). Ceux-ci peuvent Co-précipiter avec 

d’autres métaux (exemple : calcite magnésienne) ou former un revêtement sur d’autres 

minéraux  en changeant ainsi leurs propriétés de surfaces.  

3.2. Fractions organiques  

En ce qui concerne la phase organique du sol, elle correspond à tout ce qui est constitué de carbone 

organique issue des êtres vivant ou non (insectes, plantes, humus, microorganismes etc.) (Pansu et 

Gautheyrou, 2001). L’humus est un terme qui regroupe l’ensemble de la matière organique non 

vivante du sol et qui peut être classé en deux catégories :  

➢ Substances non humiques : Correspondent à la fraction de matière organique dont les 

caractéristiques bio physicochimiques sont reconnaissables (ex les hydrates de carbone, les 

protéines, les acides aminés, les lipides etc.). 

➢ Substances humiques : Ils sont issus de la transformation chimique ou biologique 

(altération, polymérisation etc.) de la matière organique du sol.  

4. Différents horizons d’un sol 

Les différents processus d’altération, d’humidification et de différenciation du sol aboutissent à 

l’apparition de couches superposées plus ou moins distinctes et différents selon la texture, la 

structure et la composition chimique. Ces couches correspondent aux horizons eux mêmes peuvent 

être déclinés en différents sous horizons en fonction du type de sols dont l’ensemble constitue le 

profil. On distingue quatre horizons majeurs (Baize et Jabiol, 1995). 
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➢ L’horizon A est un horizon majeur occupant la partie supérieure du profil (0- 50 cm) et 

présentant une quantité importante de matière organique et une faible quantité en argile, fer 

et aluminium. Cette matière organique provient des plantes en phase de décomposition 

➢ L’horizon S situé au-dessous de l’horizon A (50-90 cm), il est le lieu d’altération des 

minéraux primaires, de libération des oxy-hydroxydes de fer et de décarbonatation etc. 

➢ L’horizon B est situé au-dessous de S (90-150 cm), il est caractérisé par des teneurs en 

argile, fer et humus plus élevées que les horizons A, S et C. La matière organique présente 

dans cet horizon provient de l’horizon supérieur (A). Elle est adsorbée sur les argiles et les 

oxydes de fer et d’aluminium. 

➢ L’horizon C est situé au-dessous de B (au-dessous de 150 cm) riche en minéraux avec une 

faible teneur en matière organique. 

5. Propriétés physiques du sol 

 5.1. Structure 

La stabilité structurale dépend de la MO des sols, le complexe argilo-humique joue un rôle 

structurale, son importance est en fonction des teneurs en eau du type d’argile sol. La matière 

organique augmente la stabilité des agrégats, une mauvaise structure peut empêcher l’écoulement 

des eaux dans le sol et les échanges gazeuses avec l’atmosphère. Une bonne structure va assurer une 

grande circulation d’eau et assure une bonne germination, aération et pénétration profondes des 

racines, ce qui facilité l’exploration des ressources nutritives du sol (Soltner, 2004).  

5.2. Texture 

La texture du sol présente une propriété de base, elle traduit de manière globale la composition 

granulométrique de la terre fine (Gobat et al., 2010). 

La texture est un caractère fondamental du sol, car elle influe sur plusieurs paramètres : 

➢ Perméabilité du sol à l’eau et à l’air : La perméabilité est indépendante du taux de la 

matière organique. Le critère retenu pour mesurer la perméabilité est la vitesse de 

percolation de l’eau exprimée en cm3/h. Le taux élevé de la matière organique n’implique 

pas une bonne perméabilité (Redlich et al., 1975). 

➢ Rétention de l’eau : Sous forme de vapeur ou liquide, l’eau occupe environ un quart du 

volume d’un sol, quand ce dernier est saturé, l’eau qui percole à travers une tranche du sol le 

fait sous l’influence de la gravité (Koller, 2004). La teneur en air est complémentaire de la 

teneur en eau, puisque ces deux fluides se partages l’espace portal (Blanc, 1985).  

Porosité : La porosité d’un sol est une grandeur physique qui exprime le rapport entre le volume  

                                                                                5 
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occupé par ses pores et son volume totale. Considérons un échantillon de matériau terreux. Soient le 

volume total de cet échantillon qui est qualifié d’apparent puisque c’est 

➢ le volume qui est directement aperçu et vs le volume occupé par les particules du sol. 

(Calvet, 2003).  

➢ Connectivité : Elle exprime l’importance des connexions entre les pores qui est un élément 

déterminant de la continuité de la phase gazeuse (l’écoulement de l’air) (Boudouch, 2009). 
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II. Présentation bibliographie sur la microflore du sol  

1. La microflore du sol 

Les microorganismes du sol sont constitués de 5 principaux groupes : les virus, les algues, les 

champignons, les bactéries et les actinobactéries. Toutefois, ces trois derniers groupes représentent 

définissent la quantité et la qualité essentielle de la biomasse microbienne du sol (tab.1) (Lavelle et 

Spain, 2001 ; Focht et Martin, 1979). 

 

Tableau 1: Le nombre du microorganisme du sol sur une profondeur de 0 à15 cm (Hoorman et   

            Islam, 2010). 

     

1.1.Les bactéries  

Ce sont des être vivants avec une morphologie simple, de taille inférieur de 0,5 à 3 µm. Elles 

différent des autres microorganismes par leurs nature procaryote (absence du noyau différencié). 

Leur comportement physiologique est très varié, certaines peuvent réaliser des réactions chimiques 

dont les être vivants sont incapables (Messiaen et al., 1991). La répartition des divers microbes 

dans le sol est variable suivant la nature du terrain (Cornil, 1890). Les bactéries interviennent dans 

un grand nombre de processus, et interactions mutualistes ou antagonistes avec les autres 

organismes du sol. Elles jouent un rôle fondamental dans les cycles : de l’azote (ammonification, 

nitrification, dénitrification, fixation symbiotique de N2) ; du carbone (la décomposition et la 

minéralisation); du phosphore ; du soufre et dans le recyclage des déchets et des polluants comme 

les pesticides (Toop et al., 1997 ; Leung et al., 1997). 

1.2. Les champignons 

Les champignons sont des eucaryotes dotés d'une structure filamenteuse végétative appelée 

mycélium. La plupart sont des eumycètes, ils ont une membrane chitineuse, et leur organe 

reproducteur est dépourvu de flagelles. Les eumycètes sont constitués de quatre principaux 
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groupes qui diffèrent par la structure de leur mycélium et de leur organe reproducteur survivant 

dans le sol. On a les Zygomycètes, les Ascomycètes, les Basidiomycètes et les   Deutéromycètes 

(Lavelle et Spain, 2001). Elles présentent une grande diversité, des études récentes estiment le 

nombre d'espèces à 1,5 Millions approximativement (Hawks worth et Mound, 1991). 

Les champignons sont souvent dominants dans les sols naturels en termes de biomasse. Dans 

certains sols, leur biomasse qui constitue une portion importante du pool de nutriment, peut être 

plus importante que celle de tous les autres microorganismes, des plantes et des animaux 

(Anderson et al., 1978). 

Cependant, les champignons jouent des rôles très importants dans les cycles des nutriments du sol 

comme les autres microorganismes notamment dans la décomposition de la matière organique 

(Thom, 1997 ; Bloem et al., 1994). Ils sont aussi impliqués dans les chaînes alimentaires 

complexes du sol, par leurs interactions trophiques (mutualistes : mycorhizes, champignon-

termites ; commensales ; compétitives) avec la faune et les autres microorganismes du sol 

(symbioses, parasites ou prédateurs). Les champignons jouent un rôle dans le recyclage des déchets, 

des sécrétions chimiques et excrétions des racines des plantes, des animaux et des microorganismes 

(Moore et de Ruiter, 1991). 

1.3. Les actinobactéries 

Ce sont des bactéries filamenteuses hétérotrophes et la plupart sont de Gram-positifs. Ces bactéries 

possèdent un mycélium ramifié dont le diamètre varie de 0,5 à 1 µm. Il est plus fin que celui des 

champignons (Berthelin et Toutain, 1979). Leur classification est basée sur la structure de 

l'appareil végétative (bâtonnets ou Mycéliums), le mode de reproduction (fragmentation, formation 

de conidies végétative ou sporangiospores sexuel) etc.  

Les actinomycètes sont des décomposeurs primaires des matières végétales résistantes comme 

l'écorce, les feuilles et les tiges. Ils sont efficaces dans la dégradation de la cellulose, de la chitine, et 

de la lignine. D’après certains auteurs, les espèces du Genre Frankie forment des symbioses 

fixatrices d'azote en associations avec les casuarinacées et d'autres plantes supérieures (Stolp, 

1988 ; Normand et al., 2000; Lavelle et Spain, 2001). Encore, les actinomycètes jouent dans le sol 

un rôle important, elles peuvent produire des substances des vitamines et des antibiotique ou même 

des toxique (Clement et Lozet, 2011). 

1.4. Les algues 

Les algues sont des photo-autotrophes se présentes sur la surface du sol ou en subsurface pour 

recevoir un minimum de la lumière qui est nécessaire pour assurer la photosynthèse. Elles sont de 

l’ordre de 5000 à 10000 cellules/g de sol. Certaines sont hétérotrophes qui (euglènes) peuvent 

                                                                                 8 

 



Chapitre II :                                        Présentation bibliographie sur la microflore du sol 

vivre en profondeur. De nombreuses algues présentent une couche mucilagineuse qui peut abriter de 

nombreuse bactéries (Maier et al., 2000). 

Quatre groupes majeurs sont retrouvés dans le sol, il s’agit des algues vertes, vert-jaunes, rouge et 

des cyanobactéries. Elles participent aux processus de formation de sol et certaines espèces ont la 

capacité de fixer l’azote (Wild, 1993). 

1.5. Les protozoaires 

Les protozoaires font partie de la rêne des protistes, sous-règne des protozoaires. Trois 

embranchement existent dans le sol est son t importants : les Zoomastigophores ou zooflagéllés, les 

Rhizopodes et les ciliés. Ce sont des êtres unicellulaires eucaryotes, leurs mode de reproduction est 

asexuée. Ils donnent un très grand potentiel biotique   (capacité maximale de prolifération d’une 

espèce). Leurs tailles font partie de la microfaune (3 µm, parfois jusqu’à 3mm). Plus de 80000 

espèces qui sont connues dont leurs habitas diffèrent, eau interstitielle du sol et eau pelliculaire à la 

surface des agrégats. Ils mènent un mode de vie libre, mais il ya des espèces parasites et 

symbiotique dans le sol (Gobat et al., 2010). 

2. Les interactions biologiques dans le sol  

Il existe une diversité d'interactions dans le sol (symbiose, parasitismes, compétition, Prédation). 

Ces relations avec les composants biotiques et abiotiques constituent la base de la biologie (Trévors 

et Van Elsas, 1997).  

2.1. Les interactions entre les microorganismes  

Dans les conditions naturelles un microorganisme isolé n’existe pas, ainsi quand une cellule 

microbienne est isolée en laboratoire, l'individu se multiplie normalement pour former un groupe ou 

clone, ou bien des individus identiques, on parle dans ce cas de population (Atlas et Bartha, 1993). 

Ils existent dans l’environnement beaucoup de populations à caractères différents. Les populations 

microbiennes qui vivent dans un même habitat interagissent entre eux pour former une communauté 

microbienne. Cette dernière est structurée, et/où chaque population contribue à son maintien. 

D’après, Atlas et Bartha, (1993), des interactions apparaissent entre les individus à l’intérieur de la 

même population et entre diverses populations à l'intérieur de la communauté.  

Les interactions entre populations microbiennes peuvent être négatives (compétition, amensalisme), 

positives (commensalisme, synergique et mutualisme), ou positives pour l'un et négatives pour 

l'autre population (parasitisme ou prédation). De nombreux exemples existent, comme l’interaction 

amensale entre microorganismes : l'inhibition des champignons pathogènes Gaeumannomyces 

graminis des racines du blé par Pseudomonas fluorescents, due à la production d'antibiotique du 

type phénicien (Thomashow et al., 1990). 
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2.2. Les interactions entre les microorganismes et les plantes  

Ces interactions entre les microorganismes et les plantes peuvent être symbiotiques ou non. D’après 

Tate, (1995), le développement de la microflore rhizosphérique à de multiples impacts direct ou 

indirect sur la production de biomasse de la plante. Beaucoup de bactéries des rhizosphères 

produisent des composées organiques qui permettent le développement du système racinaire des 

plantes. Elles sont responsables du recyclage et de la solubilisation des éléments minéraux (azote, 

phosphore, calcium); de la synthèse des vitamines, des acides Aminés, des  phytohormones telle 

que les auxines qui stimulent la croissance des plantes ou bien d'autres substances qui peuvent 

inhiber les organismes pathogènes des plantes (Focht et Martin, 1979; Kwon et al.,2009 ; Tate, 

1995; Lavelle et Spain, 2001). 

Les effets indirects résultent de l'effet de la microflore rhizosphérique sur la structure du sol. Les 

microorganismes synthétisent des polysaccharides qui cimentent les particules minérales du sol qui 

augmente l'agrégation et améliore la structure, l'aération et l'infiltration de l’eau dans sol, ce qui un 

bon enracinement (Tate, 1995). Il peut exister une compétition négative ou positive entre les 

microorganismes et les racines des plantes pour l'azote qui est un élément important pour la 

croissance des plantes et des microorganismes. Dans les sols pauvres, cet élément constitue un 

facteur limitant. Certains bactéries et champignons peuvent envahir les tissus des racines et 

provoquent de nombreuses maladies (nécrose, de pourritures, de troubles vasculaires, de tumeurs et 

ou de lésions) (Sorensen, 1997). 

Actuellement, plusieurs équipes de recherches dans le monde travaillent sur les bactéries 

rhizosphériques stimulatrices de PGPR (plant Growth-promoting rhizobacteria). Il s’agit d’un sol 

qui est situé au voisinage des racines des plantes et qui se caractérise par la présence d’exsudats 

racinaires (rhizodépots), les bactéries PGPR colonisent la rhizosphère en utilisent les exsudats 

racinaires comme substrats nutritifs, mais à la différence des autres bactéries rhizosphériques, elle 

ont en retour un effet bénéfique sur la plante via une multitude de mécanismes (Young et 

Crawford, 2004). 

2.3. Interactions entre la microflore et le sol 

L’hétérogénéité des microorganismes détermine la structure et les caractéristiques du sol. Cette 

structure joue un rôle important dans la circulation de l’air et de l’eau le sol. Elle facilite aux plantes 

et aux microorganismes d’extraire l’eau et la diffusion de certains composés à travers la matrice du 

sol (Young et al., 2001 ). 
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Les mycéliums extra-racinaires des champignons mycorhiziens à arbuscules, favorisent l’agrégation 

des particules des sols et l’apport en eau et aux minéraux. Cela contribue à la disponibilité des 

nutriments essentiels tels que le phosphate et l’azote qui jouent un rôle important 

dans la croissance des plantes mais également des microorganismes présents dans le sol 

(Subramanian et Charest 1998; Six et al., 2004). En parallèle, les caractéristiques physico- 

chimiques des sols tels que l’humidité, la texture, le pH et la matière organique présentent un 

impact sur les aspects morphologiques et physiologiques des microorganismes et sur leurs activités 

biologiques (Lundquist et al., 1999). 

3.Les intérêts de la microflore dans le sol 

Dans le sol les microorganismes assurent plusieurs fonctions, ils participent dans la synthèse et la 

décomposition la matière organique et interviennent aussi dans les différentes étapes des cycles 

biogéochimiques.  

3.1.Transformation de la matière organique  

Quelque soit l’origine de la matière organique (végétale, animal ou microbienne etc.) dans le sol, la 

microflore peut la transformation grâce aux divers processus physicochimiques et biochimiques. 

Cette transformation est basée sur quatre principales étapes (fig. 2) (Duchafour, 1983). 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Différentes voies de la transformation de la  matière organique (Duchaufour, 1983). 
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3.2. Cycle de carbone 

Le cycle du carbone présent la transformation continuelle du carbone organique au carbone minéral. 

Au cours de cette transformation, plusieurs phénomènes peuvent exister tels que la dégradation, la 

minéralisation et l’humification. Ces grandes étapes sont illustrées dans la figure ci-dessus 

(Dommergues et Mangenol, 1970). 

3.3. Cycle de l’azote 

Les composés azotes organique (animaux ou végétaux) subissent une décomposition 

(ammonification) microbienne en formant l’ammoniac. Ce dernier est converti en nitrites et en 

nitrates grâce à l’action des microorganismes « nitrosomonas, nitrobacter », cette phase est la 

nitrification (Leclerc et al., 1977). Le cycle de l’azote connait en fin une autre phase importante qui 

est la dénitrification, la réduction de nitrates en azote grâce à l’action de nouveaux micro-organismes 

tels que Thiobaceillus dénitrifias ou microcoques denitriéfécans (fig.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Principales étapes du cycle de l’azote (Leclerc et al., 1977 In Habib et Missoum, 2011) 
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3.4. Cycle de soufre 

Le soufre est un élément indépassable à la nutrition des plantes. Il entre dans la composition de 

différents acides aminés tels que la méthionine et la cystine, et dans d’autre facteur de croissance 

 

comme la thiamine et la biotine. La partie majeure du soufre se trouve sous des formes organiques. 

La transformation biologique du soufre passe par quatre étapes essentielles (fig. 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 5: Principales étapes du cycle de soufre (Habib et Missoum, 2011). 

 

➢ La minéralisation du soufre organique : Les produits de la minéralisation du soufre 

organique sont soit des sulfates, des sulfures ou des composés soufrés volatils. 

➢ L’immobilisation : C’est l’incorporation des cellules microbienne de ces composés soufrés 

dans. 

➢ L’oxydation : L’oxydation des composés minéraux du soufre peut être de nature chimique ou 

biologique (l’oxydation microbienne). 

➢ La réduction : Réduction des sulfates ou sulfo-réduction. 

 

 

                                                 13 

 



Chapitre II :                                        Présentation bibliographie sur la microflore du sol 

4. Les actinomycètes 

4.1. Caractères généraux 

Les actinomycètes sont des bactéries à Gram positif, ce sont des saprophytes, largement 

distribuées dans le sol, l'eau. Toutefois, les actinomycètes présentent des similitudes avec les 

eubactéries et les champignons, les diamètres des filaments des formes mycéliennes est deux 

fois plus faible (0,5 à 1,2 μm) que celui des champignons. Il existe des formes de transition, 

mycéliennes typiques et unicellulaires, présentant une aptitude peu marquée à former un 

mycélium ramifié. La plupart des actinomycètes sont terrestres, certaines espèces sont 

marines (Mincer et al., 2002). La plupart des espèces d’actinomycètes sont chimio-

organotrophes, aérobies, 

mésophiles, leurs gamme de pH est de pH 5,0 à 9. L'activité des actinomycètes dans le sol est 

influencé par plusieurs facteurs importants qui sont : la disponibilité des nutriments, la nature et 

l'abondance de la matière organique, la salinité, la teneur en humidité relative, la température, le pH 

et la végétation du sol (Goodfellow et Williams, 1983 ; Goodfellow et O’donnell, 1989). 

4.2. La taxonomie des actinomycètes 

Les actinomycètes subdivisent en quatre familles (Stanier, 1966): 

A. Les Mycobactériacées : La morphologie des mycobactériacées rapproche de celle des 

bactéries, elles présentent des affinités marquées avec les corynébactériacées et les bactéries 

lactiques. Ils se différencient des autres par leur acido-résistance,  à l'exception de certains 

Nocardia.  

B. Les Actinomycétacées (ou proactinomycètes) : Cette famille représentée par les genres 

Nocardia et Actinomyces occupe une position intermédiaire entre les mycobactériacées 

caractérisées par une structure bactérienne et les Streptomycétacées caractérisées par une 

structure pseudo mycélienne.  

C. Les Streptomycétacées : Cette famille est caractérisée par une structure mycélienne 

permanente. La reproduction se fait par conidies. Il se distingue des Nocardia par leur 

mycélium végétatif persistant et une reproduction par des conidies en chaîne.  

D. Les actinoplanacées : Les espèces appartenant à cette famille ont un cycle qui présente un 

stade mobile (sporangiospores mobiles). Le genre Actinoplanes est aquatique. 

D’après Stackebrandt ,Rainey §Ward Rainey 1997; les actinomycètes sont classés dans le taxon  
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suivant : 

➢ REGNE : Bacteria  

➢ DIVISION : Actinobacteria   

➢ CLASSE  : Actinobacteria  

➢ SOUS CLASSE : des actinobacteriales  

➢ ORDRE : actinomycètales  

5. Intérêts des actinomycètes  

Les actinomycètes présentent de multiples intérêts et dans les différents domaines (agronomique, 

industriel, pharmacologique, agroalimentaire, etc.) (Kumar et al., 1999) 

Rôle dans le sol : La densité des actinomycètes est représentés principalement par les genres 

Nocardia et Streptomyces. La présence actinomycètes dans le sol est trois jusqu’à 5 plus faible que 

celle des bactéries. Leur densité augmente dans les sols alcalins et décroît dans les sols submergés. 

Leur rôle dans le sol est important, ils ont  la capacité de dégradation des substances organiques non 

biodégradables par les autres organismes du 

 

➢ sol, et à produire des substances probiotiques et antibiotiques (Kieser et al., 2000).  

➢ Production des antibiotiques : Les actinomycètes sont classés parmi les premiers 

microorganismes producteurs d’antibiotiques. Deux tiers de six mille antibiotiques isolés 

jusqu'ici sont produits par les actinomycètes. Waksman fut le premier qui a isolé les quatre 

des premiers antibiotiques utiles: l'actinomycine; la streptomycine; la néomycine et la 

candicidine  ayant des propriétés pharmacologiques intéressantes en tant que antibactériens, 

antifongique ou ligand des stérols.  Les enzymes sont les plus importants produits des 

actinomycètes après les antibiotiques, certaines sont utilisées dans l’industrie alimentaire 

(isomérase du glucose), et dans celle des détergents (protéases). 

➢ La solubilisation des phosphates : sur les champs, ce substrat est susceptible d'être 

solubilisé par l'action de microorganismes le phosphore dans le sol est de 0,05% (p/p), une 

très faible proportion des phosphates est disponible aux plantes. La grande partie est 

complexée par l'aluminium, le calcium et le magnésium.  

➢ La production de phytohormones : Les phytohormones sont de petites molécules 

régulatrices de la croissance végétale qui stimulent la croissance et le développement en au 

cours de la division, l'élongation et la différenciation cellulaires, la régulation de l'activité 

enzymatique et l'induction de la germination des racines.  
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2. Notions sur les enzymes et l’alpha -amylase 

1. Généralités 

Les enzymes sont des macromolécules de nature protéique. Elles sont constituées de plusieurs 

acides α-aminès de la série L, unis par une liaison peptidique amide entre le premier groupement 

carboxyle d’un acide aminé et le groupement aminé du deuxième acide. Leurs masses moléculaires 

élevées varient entre 10 à 1 000 kDa (Vincent, 1996). 

2. Les structures des enzymes 

Les acides aminés constituants des enzymes sont arrangés dans de différentes structures. Les 

protéines de structures primaires présentent un arrangement des acides aminés linéaire (fig. 6, A). 

Ces protéines vont avoir tendance aussi à se replier sur elles-mêmes, afin de former des 

arrangements secondaires de forme hélices α et feuillets β (fig. 6, B). Cette structure est stabilisé  

grâce aux liaisons d’hydrogènes, l’arrangement de ces structures secondaires les unes par rapport 

aux autres forme une structure tertiaire par des ponts disulfures (fig. 6, C). Pour les grandes 

molécules d’enzymes une structure dite quaternaire peut exister.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la structure primaire d'une protéine (Vincent, 1996). 

Ces différentes structures tridimensionnelles de l’enzyme donnent une spécificité vis-à-vis les 

substrats et en particulier le site actif. 

3. Classification des enzymes 

Le pouvoir catalytique des enzymes permet de produire de nouvelles substances et de l’énergie, 

indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants. C’est en fonction de leur activité 

catalytique que celles-ci sont classées.  
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Une nomenclature a été proposée par la commission des enzymes de l'union internationale de 

biochimie divisant les enzymes en six grandes classes (Tab. 2) (Vincent, 1996).  

Tableau 2 : Classification des enzymes (Vincent, 1996). 

 

              

4. Marché des enzymes 

Les enzymes industrielles conservent une forte croissance à l’échelle mondiale, plus de 1,5 

milliards US$ par an a été estimé sur le marché global. Parmi ces enzymes industrielles qui 

occupent la plus grande partie des ventes en trouve les protéases environ 60% en premier lieu. 

Ensuite,  suivi par les alphas -amylases qui sont les plus commercialisées à cause de la diversité de 

leur applications en amidonnerie, glucoserie, brasserie (Pandey et al., 2000).  

5. Présentation des amylases 

5.1. Définition 

Les amylases sont des enzymes ubiquitaire, peuvent être synthétisées par tous les genres de 

microorganismes. Elle appartient à la famille des glycosides hydrolases regroupant plus de 1700 

enzymes. Elles hydrolysent les liaisons osidiques de l’amylose, de l’amylopéctine, de l’amidon, du 

glycogène et d’autres polysaccharides contenant plus de trois des liaisons α (1,4) D Glucose  

 (Dauter et al., 1999 ; Franco et al., 2000). 

 

5.2. Caractéristiques et propriétés des amylases 

Plusieurs équipes ont caractérisés et travaillés sur les propriétés physicochimiques des amylases 

(Panchal, 1990 ; Schombury et Salzmann, 1991). Parmi ces propriétés on a :   
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➢ Poids moléculaire : Le poids moléculaire des amylases varie selon l’origine des espèces. 

Exemple les alphas amylase leurs poids moléculaire est compris entre 40.000 et 90.000 

daltons.   

➢ Température optimum : Selon l’origine et les espèces, les alphas amylases ont des 

températures optimales comprises entre 40°C et 90°C.  

➢ pH optimum : L'alpha -amylase est très sensible au pH. Par conséquent, le choix du pH 

optimum est très essentiel pour la production de cette enzyme. L’optimum d’activité peut 

être obtenu à des pH compris entre 4 et 8.  

➢ Effecteurs : Toutes les L'alpha amylases, exigent la liaison à au moins un ion calcium, pour 

le maintien de leur intégrité et leur stabilité structurale, toutefois,  à une concentration 

supérieure à 20mM, le calcium devient inhibiteur. 

➢ Spécificité du substrat : Le substrat naturel de L'alpha -amylase est l'amidon dont les unités 

de glucose sont reliées par des liaisons osidiques α (1- 4) en formant ainsi des chaînes 

hélicoïdales d’amylose. 

 

5.3. Les différentes sources et origines de l’alpha-amylase 

Les alpha-amylases sont abondantes dans tous les règnes, elles peuvent être  extrait à partir des 

tissus végétaux, d’animaux ou par fermentation des cellules microbiennes (Nadirman et al., 2006 ). 

➢ L'origine animale : Les amylases d'origine animale sont généralement extraites à partir de 

la salive et du pancréas des mammifères. Ils sont incapables d'hydrolyser la liaison α (1→ 6) 

de l'amylopectine ou du glycosyl oligosaccharides.  

➢ L'origine végétale : Les L'alpha-amylases végétales présentent une importance dans le 

métabolisme glucidique. Elles  sont impliquées dans la conversion de l'amidon en sucres 

réducteurs. Qui représentent une source nécessaire d’énergie à la germination. 

➢  

L'alpha -amylase bactérienne : De nombreuses amylases aux propriétés industrielles ont été 

découvertes chez des bactéries acidophiles, alcalinophiles et thermophiles. Ces enzymes 

interviennent dans la transformation de l'amidon par fragmentation r apide en 

➢ clivant les liaisons α (1→4). Ce type d'enzyme a été produit à partir de souches de Bacillus. 

Cependant, d’autres espèces, produisant également cette enzyme telle que Streptomyces sp 

ont été découvertes.  
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➢ L'alpha -amylase fongique : La production industrielle d'enzymes à partir des 

microorganismes fongiques existe depuis longtemps les principales sources fongiques sont 

les moisissures des genres Aspergillus et Rhizopus, en plus les moisissures, les levures 

participent également à la production de l’alpha- amylase.  

5.4. Mécanisme d’action 

D’après Davet et al., 1996. l’activité catalytique de l’enzyme implique la participation des trois 

acides aminés du site actif (ASP 231, Glu 261, et Asp 328. La réaction catalytique est réalisée en 

trois étapes (fig.7) (Davet et al., 1996; Nielson et al., 2001):  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure.7 : Mécanisme catalytique des hydrolases glycosyliques (Nielsen et al., 2001). 

➢ Protonation de l’oxygène glucosidique par le donneur de proton Glu 261 suivi d’une attaque 

nucléophile sur C1 du résidu du sucre en position 1 par ASP 231 et le départ de l’extrémité 

réductrice du substrat. 

➢ Activation d’une molécule d’eau, vrai semblablement par le maintien du Glu 261 

déprotonné. 

➢ Régénération de l’état initial et libération de l’autre fragment du substrat, par hydrolyse du 

lien covalent entre l’oxygène nucléophile de l ASP 231 et le C1 de résidu du sucre en 

position 1.           
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5.5. Applications industrielles 

La commercialisation des alpha-amylases est la plus ancienne, ils sont parmi les hydrolases les  

plus importantes pour les industries amidonneries. La première utilisation en 1984 comme aide 

pharmaceutique pour le traitement de désordres digestifs (Bennett, 1998). Actuellement, les α- 

amylases sont largement appliquées dans tous les processus industriels, et surtout avec les α-

amylases microbiennes. Ces derniers,  ont bien remplacé, les catalyseurs chimiques dans les 

industries de transformation d’amidon, mais également dans les industries chimiques 

pharmaceutiques et autres.  

       Tableau3: Différentes applications des alpha-amylases  

 

 

                                                                       20 

 

Industries  Applications 

Glucoserie Solubilisation de l’amidon ; accompagné d’une importante   de la 

viscosité (liquéfaction). (Alais et al ., 2008). 

Sucrerie  Réduction de la viscosité des sirops de canne a sucre, en hydrolysant 

les contaminants amylacé pour assuré le processus de cristallisation. 

(Van der et al ., 2002). 

Biscuiterie et panification  Amélioration des propriétés, rhéologique et fermentaires de la pate 

ainsi que le volume de la mie et la coloration de la croute. (pandey et 

al ., 2000). 

Industrie textile Désencollage textile ; qui permet d’éliminer la colle de l’amidon qui 

enduits les fibres et le protèges au cours du tissage. (Hendriken et al., 

1999). 

Papeterie  Liquéfaction de l’amidon pour préparer la sauce de couchage 

permettant d’éliminer les irréguliers superficiels de la feuille. (Tolan., 

1996). 

détergeant Dégradation des taches a base d’amidon, les oligosaccharides et les 

dextrines  libérés de l(action hydrolytiques sont soluble. Ce qu’il 

facilité le découpage physique  de la tache. (Kotwitts et al., 1994). 

Industrie pharmaceutique  Traitement de diabète et de l’obésité. (Nièlson et al ., 2001). 
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IV. Matériel et méthode  

1. L’objectif global  

L’objectif principal de ce travail est basé sur l’utilisation des  actinobactéries isolé d’un sol de ferme 

de la région de Mostaganem. Le but de cette étude et de sélectionner souches performantes pour la 

production des amylases. 

2. Protocol expérimental général  

Le Protocol expérimental général est basé sur plusieurs étapes différents qui englobent des 

multiples objectifs tels que : 

A. Les sites de l’échantillonnage des sols ; 

B. L’isolement et la purification des bactéries actinomycètes ; 

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

D. La fermentation sur le milieu solide des isolats d’actinomycètes dans un milieu nutritif à 

base d’amidon et l’extraction de l’extrait enzymatique. 

3. Sites de prélèvement de l’échantillon 

Le choix du site des prélèvements des échantillons a porté sur des sols  de ferme de la région   Hassi 

Mamêche de la wilaya de Mostaganem (fig. 8). Ce site est situé à 35° 51 37 Nord, 0° 04 23 Est. Il 

présente une superficie de 63 km2. Les prélèvements ont été effectués le 11févrée 2019. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure8 : site du prélèvement des échantillons région de Hassi Mameche. 

                    A : Carte géographique du site ; B : la zone de prélèvement. 

Deux échantillons sont prélevés aseptiquement à une profondeur d’environs 20cm (fig. 9). Les sols 

ont été placés dans des sacs stériles. Chaque échantillon est prélevé selon la méthode de cinq points 

aliquotes récupérer sur une surface de 100 m2 (fig. 9). 
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Figure9: Les points des prélèvements  des échantillons. 

A . les quatre points de prélèvement ; B : l’estimation de fond et C : le profondeur d’une 

échantillon.(20cm). 

4. Isolement des actinomycètes  

4.1. Le milieu de culture 

kuster et williams, (1964), rapporte dans ses travaux, que les actinobactéries peuvent être isolés sur 

plusieurs milieux de culture liquide ou  solides. Parmi ces milieux on a : milieu amidon caséines agar. 

La composition de cet milieu est présentée dans l’annexe I. Il doit être additionnée au moment 

d’emploi avec des antibiotiques soit des antifongique ou des antibactériens Gram- tels que : la 

cycloheximide (50µg /ml), nystatine 30µg/ml), streptomycine (10mg/l) et chloramphénicol (25 mg/l). 

Chaque antifongique se prépare dans un solvant approprié comme l’acétone pour la cycloheximine et 

l’eau distillée pour la nystatine etc. Le pH du milieu doit être ajusté à 7,2 et stérilisé (120°C/30 

minutes). 

4.2. Préparation des dilutions 

Les dilutions nécessite 1g d’échantillon de sol est dilué dans 10 ml d’eau distillée stérile puis agités 

au vortex deux fois pendant 5 minutes. A partir de cette suspension des séries de dilutions 

décimales de10-1  à 10-5 sont effectuées. A l’aide d’une pipette de Pasteur stérile sous forme de 

râteau un volume de 1ml de chaque dilution (10-1 à 10-5) a été étalée un milieu solide à base 

d’amidon et caséine , Annexe I). Trois répétions ont été réalisé pour chaque échantillon, les boites 

de pétrie ont été incubées à 30 C° pendant 7 à 14 jours (Collins et al., 1995 ; Sudha et 

Haemalatha, 2015). 

5. Purification et conservation des isolats 

Les colonies d’actinobactéries sélectionnées sont prélevées délicatement à l’aide d’une anse de 

platine stérile puis purifiées par stries sur gélose nutritif (Annexe I) et incubés pendant une semaine 

à 30C°. Cette opération est répétée jusqu’à obtention des souches pures. Ces dernières 
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doivent être conservée à 4C° pour une réalisation ultérieur des tests biochimiques, physiologique et 

de la technique fermentation (Shirling et Gottieb, 1966). 

6. Identification morphologiques des actinobactéries 

6.1. Aspect macroscopique 

L’aspect macroscopique des souches a été examiné par une observation à la loupe binoculaire. 

L’étude des caractères morphologiques des actinomycétes filamenteux dépend des cultures jeunes 

présentant une bonne sporulation, la couleur la forme, l’aspect des colonies etc. 

6.2. Aspect au microscope optique 

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

toutes les souches d’actinomycètes isolées. Cette étape de l’examen directe est essentiel pour 

apprécier la présence et la morphologie des germes et permet de classer les bactéries en deux 

grandes catégories (Gram + et Gram -). 

Coloration de Gram : sur des lames en verre propres, des frottis des souches isolées ont été 

réalisés puis fixés par la chaleur en les passent, par mouvements rapides, trois quatre fois sur la 

flamme du bec bunsen. Les frottis préparés sont colorés avec une solution de violet de Gentiane, qui 

est un colorant basique, pendant une minute. Ensuite, les lames sont rincées par une solution iode-

iodurée (Lugol) Afin que, ses dernières soient contrastées sans rincer et en inclinant les lames à 45°. 

Les frottis sont décolorés par lavage avec mélange d’éthanol. Cette dernière étape engendre l’aspect 

différentiel de la coloration de Gram. Les bactéries de coloration Gram positive gardent le violet de 

gentiane tandis que les autres le perdent et se décolorent. Finalement, les frottis seront recolorés au 

moyen d’un colorant basique de couleur rose (la fuchine) pendant une minute puis rincés 

abondamment à l’eau du robinet. Une fois séchées, les lames sont examinées sous microscope 

optique à l’aide de l’objectif (x100).  

7. Identification physiologique  

7.1. Hydrolyse de l’amidon 

Ce test est réalisé en cultivant les souches sur milieu nutritif gélosé contenant 1% d’amidon soluble, 

selon la méthode de Gordon et Smith 1953. Après 7 ou 21 jours d’incubation à 30C°, la gélose est 

recouverte d’une solution de Lugol. L’hydrolyse est ainsi mise en évidence par l’absence de 

coloration autour des colonies. A l’inverse, les zones contenant de l’amidon restent en couleur.  

7.2. Hydrolyse de la caséine 

L’hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de Gordon et Smith (1953), et Williams  et 

Gross (1971), sur un milieu gélosé contenant 5% de lait écrémé (Annexe I). Après 7 ou 21 
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jours d’incubation à 30°C, l’apparition de toute zone claire autour des colonies témoigne 

l’hydrolyse de la caséine. 

7.3. La dégradation l’urée 

Le milieu urée-tryptophane (urée indole) est un milieu synthétique fournissant un ensemble de 

résultats utiles à l’identification de nombreux germes bactériens. Ensemencer largement la 

suspension d’urée indole par la culture d’actinobactérie, et incubée à 7 jours à température 37°C. 

L’observation d’une alcalinisation traduit une hydrolyse de l’urée et donc les souches possède 

l’enzyme uréases. Cette alcalinisation à raison de l’indicateur de pH le rouge de phénol qui se 

trouve dans le milieu, vire lors d’une réaction positive, de sa couleur de départ jaune orangé au 

rouge (Joffin et Guy, 2014). 

8. Identification biochimiques  

8.1. Test de catalase 

La catalase est une enzyme respiratoire capable de dégrader l’eau oxygénée (H2O2) en eau et O2 

selon la réaction suivante : 

                                                            2 H2O2          2 H2O + O2 

 

Sur une lame et à l’aide d’une pipette pasteur, on dépose une colonie bactérienne à laquelle on 

ajoute de l’eau oxygénée H2O2 (10%). La présence d’une catalase est révélée par l’apparition 

immédiate de bulle de gaz qui correspondent à l’oxygène dégagé (Tortora et al., 2003). 

8.2. La dégradation de la gélatine. 

La production de gélatinases par les bactéries a été étudié selon la méthode Marchal et Bourdon 

(1 973). 4g de gélatine ajouté à 100 ml de gélose nutritive. L’ensemencement de la souche sur le 

milieu. Après avoir obtenue une bonne culture bactérienne (7 jours d’incubation à 37°C), la gélatine 

a été recouverte d’une solution de test gélatine qui contient le chlorure mercurique, HCl concentré 

et H2O, est ainsi mise en évidence par l’apparition d’une zone claire autour de la colonie (De Vos et 

al., 2009). 

8.3. Recherche de lécithinase  

Ce test a été réalisé par l’ensemencement des souches par une strie sur la gélose nutritive contenant 

l’émulsion du jaune d’oeuf stérile (AnnexeI). Après 7 jours d’incubation à 37°C, l’apparition de 

zone claire autour de la culture prouve que la souche possède la lécithinase (De Vos et al, .2009). 

8.4. La réduction de nitrate réductase 

Ce test a été réalise par l’ensemencement des souches est testée  dans  un bouillon nitraté et Incubé 

pendant  7 jours à 37°C, après l’incubation ajouter 1 à 2 gouttes des réactifs R1 et R2. Si 
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 le milieu devient rouge : présence de nitrites, donc la souche NR positif. Si le milieu reste 

inchangé : ajouter la poudre de zinc qui joue le même rôle que la nitrate réductase, donc si la 

coloration est rouge le nitrates transformé en nitrites par le zinc (la souche NR négatif) pas de 

coloration, les nitrates ont été transformées par la souche (la souche NR+). 

8.5. Les réactions VP et RM 

Sur un milieu liquide Clark et Lubs, une colonie de la souche à étudier est ensemencée puis incuber 

à 37°C pendant 7 jours. Après l’incubation, en divise le milieu dans deux tubes stériles et on ajoute 

10 gouttes de VP I et 10 gouttes de VP II dans l’un des deux tubes. Ensuite, on ajoute 2 ou 3 gouttes 

de RM dans l’autre tube. 

-Pour la réaction de Voges Proskauer 

Si la coloration est rouge (la souche VP+) 

Si la coloration est jaune (la souche VP- 

Pour le rouge de méthyle 

Si la coloration est rouge (la souche RM+) 

Si la coloration est jaune (la souche RM-) 

 

 8.6.La production de H2S  et fermentation le glucose et lactose 

Le milieu de Kliger-Hajna ou milieu lactose-glucose H2S est le plus couramment utilisé ce 

milieu est ensemencé avec la souche à étudier en effectuant des stries à la surface de la pente de 

la gélose, puis le culot est ensemencé par piqure centrale.Les germes acidifient le glucose en 

anaérobiose relative le culot vire au jaune. Si le germe n’utilise pas le lactose la pente devient 

rouge par réalcanisation du milieu due à la formation de produits alcalins provenant de la 

dégradation des acides aminés. En cas ou les  germes utilisent le lactose (aérobiose) relative, il y  

a virage de la pente au jaune. Le milieu peut être coloré en noir de façon plus ou moins intense 

par production d’ H2S. Le milieu peut être entièrement noir, la présence de gaz  est détectée par 

la mise en évidence de bouilles ou le soulèvement de la gélose (François et al., 2012). 

 

8.7.L’utilisation de citrate Inoculer en un seul strié sur la surface d’une pente de milieu de 

citrate de Simmons. Examiner chaque jour jusqu’aux 7 jours pour déterminer la croissance, le 

changement de la couleur confirmation des résultats positif (couleur bleue et strié de 

croissance), résultat négatif couleur de citrate verte d’origine. (Samuel et al., 2003). 
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9. Fermentation et production des amylases 

9.1. Préparation d’inoculum  

Les souches d’actinobactéries déjà identifiées sont ensemencées en surface sur un milieu bouillons 

à base 5% d’amidon dans des flacons. Après 7 à 10 jours d’incubation à 30°C, les spores sont 

raclées par ajout de 10 ml de l’eau distillée stérile suivie d’une agitation vigoureuse. Khwaja et all., 

2011).Le comptage des spores a été estimé par mesure de l’absorbance à 620 nm à l’aide d’un 

spectrophotomètre UV-visible. Des dilutions décimales sont effectuées en cas ou l’inoculum est 

concentré, pour obtenir une suspension sporale de 106 spore /ml  . 

9.2. La fermentation submergée  

La fermentation submergée a été réalisée dans un volume de 100 ml d’un milieu liquide spécifique 

pour l’extraction des amylases (Annexe I). Ce dernier a été inoculé par 10 ml de la suspension 

sporale de 106 spore /ml dans des conditions aseptiques. Cette technique a été mise en agitation à 

une vitesse de 120 tours pendant 5 à 7 jours Cette fermentation va être suivie d’une extraction de la 

fraction soluble des extraits enzymatiques (fig. 10). 

 

 

Figure10: Protocole expérimental de l’extraction des extraits enzymatiques (Oomah et al., 2011). 

 

                                                                             26 

 



Chapitre IV                                                                                      Matériel et méthodes 

 

9.3. Extraction l’extraction brute des amylases 

L’extraction consiste à libérer les enzymes des cellules ou des constituants cellulaires. Elle nécessite 

un éclatement de la paroi ou de la membrane cellulaire, par des procédés physico- chimiques 

(Laurent, 1982). Une centrifugation  a été effectuée pour séparer le mycélium et récupérer le filtrat. 

Ce dernier a été traité par  bicarbonate de sodium 0,05M (VV) (fig.12). Ensuite, une  deuxième 

centrifugation a été établie pour extraire la fraction enzymatique, le surnageant est récupéré puis 

conservé dans des flacons à 4º C, pour tester l’activité enzymatique des amylases (Oomah et al,. 

2011). 

9.4. Dosage colorimétrique des extraits enzymatiques par la méthode de Biuret 

En milieu alcalin le cuivre divalent réagit avec les liaisons peptidiques des protéines pour former le 

complexe du biuret, de coloration violacée caractéristique (Doumas et al., 198 1). Les acides 

aminés isolés et les dipeptides ne forment pas de composé coloré en présence de cuivre (CuSO4), 

deux liaisons peptidiques adjacentes sont nécessaires. Il apparaît une coloration violet-rose devenant 

de plus en plus bleue. L'intensité de la coloration est directement proportionnelle à la concentration 

en protéines. Le tartrate de potassium et de sodium empêche la précipitation de l'hydroxyde de 

cuivre et l'iodure de potassium (KI) empêche l'auto-réduction du cuivre. 

Mode opératoire 

➢ Préparer de la solution mère d’ovalbumine à 0,5g/100ml d’eau distillée ; 

➢ Préparer des dilutions à partir de la solution mère : 0,5 ; 1 ; 1,5 ; 2 ; 2,5 ; 3ml compléter à 4 ml 

d’eau distillée. Ajouter 4 ml du réactif Biuret ; 

➢ Agiter et incuber à 15 mn à température ambiante ; 

➢ Mesurer l’absorbance à une longueur d’onde 540 nm en utilisant un spectrophotomètre UV-

visible ; 

➢ On trace la courbe de la densité optique en fonction de la quantité d’ovalbumine.  

9.5. Étude cinétique des extraits enzymatiques 

9.5.1. 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 

à partir de l’amidon après l’hydrolyse enzymatique. Cette réaction est basée sur l’intensité de la 

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

Mode opératoire  

La préparation des différentes dilutions (0,5 ; 1; 1,5 ; 2 ; 2,5 ; 3ml) ont été effectuées à partir d’une 

solution mère du glucose de concentration 1g/L. 
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➢ Ajouter 1ml de tampon acétate de sodium à 0,5M ;  

➢ Ajouter 5 ml du réactif Fehling. 

➢ Chauffer les tubes pendant 10 minutes dans un Bain-marie à 37°C ; 

➢ Ajouter 3 ml  d’eau distillè dans les tubes laisser refroidir pendant 3 minutes environ ; 

➢ Mesurer l’absorbance DO à 540 nm en utilisant un spectrophotomètre UV-visible ; 

➢ Tracer la courbe de la densité optique en fonction de la de glucose oxydé en µmol  

[DO = f (C )]. 

9.5.2. La cinétique des extraits enzymatiques  

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

biochimiques, catalysées par les enzymes des différents isolats, a travers la détermination les 

paramètres cinétiques Km, Vmax et Vi  à un pH constant et température optimale (40°C). 

➢ Mode opératoire : 1 ml de l’extrait enzymatique est ajouté à 1ml de la solution du substrat, 

après agitation le mélange est incubé à 40°C pendant 30 minutes avec un tube témoin 

représenté par le blanc. La réaction est arrêtée par l’addition de 1 ml du réactif Fehling et 

chauffé à 40°C pendant 10 minutes. Après refroidissement dans un bain de glace, 10 ml 

d’eau distillée sont ajoutés. L’absorbance est déterminé à λ = 540 nm contre un essai à 

blanc. La concentration des sucres réducteurs correspondants est déterminée à partir de 

courbe étalonnage établie avec des concentrations du glucose variant de 1 à 10 mg/100 ml. 

Les préparations des solutions réactifs Feheling, solution du substrat et le tampon acétate 

sont détaillées  en Annexe II. 

La détermination des paramètres cinétiques des extraits enzymatiques d’amylase dans un  tampon 

acétate pH 5,2 est mise en évidence par la courbe de la gamme des dilutions du glucose en présence 

du réactif de Fehling (Annexe I). La variation de la concentration en substrat (amidon) dans le 

milieu réactionnel et dans des conditions optimales (pH et température) permet de déterminer les 

paramètres cinétiques Km et Vmax de l’amylase. Nous avons utilisé la courbe d’étalonnage du 

glucose comme produit par l’équation de Michaelis-Menten pour évaluer la constante vitesse 

initiale de la réaction de notre préparation enzymatique. 

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

Vi : Vitesse initiale d’oxydation (μmol.l-1.min-1); 

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

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

Km : Constante de Michaelis (mol.l-1); elle correspond à la valeur de [S] pour laquelle Vi = 

Vmax/2. 
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IIV. Résultats et discussion  

1. Purification des actinomycètes  

Apres 8 jours d’incubation sur milieu l’amidon caséine agar, les colonies d’actinomycètes ont été 

reconnues par leurs aspects morphologique macro et microscopiques caractéristiques. On a constaté 

que les échantillons de sol sont riches et diversifies en actinobactéries (fig. 11). Cela a permis de 

sélectionner plusieurs isolats susceptibles d’être ultérieurement sélectionnées pour leurs aptitudes 

amylotiques. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Observations   macroscopiques des colonies d’actinobactéries. 

 

Les résultats montrent après l’isolement qu’il existe une multitude souches des actinomycètes isolés du sol 

de la région  de Hassi Mamech (Mostaganem). Les colonies obtenues sont des tailles différentes petite, 

moyenne et grande dont leurs diamètres  varient de 2 à 5 mm.  
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La forme est variable bombé, ronde, aplatie etc. possédant un mycélium végétatif surmonté d’un 

mycélium aérien de couleurs différentes jaune, blanche, beige etc.  

D’après, Balasubramaniam et al. (2011), les couleurs du mycélium aérien ne sont pas les mêmes 

que celui de substrat. La plupart ont une couleur blanchâtre et des autres des couleurs  différentes 

telles que le gris, beige, noir, marron. Ces résultats confirment les résultats constatés. 

La seconde étape était la purification de onze isolats sur le milieu nutritif gélose, afin, de   vérifier 

leurs puretés. Les souches pures d’actinomycètes présélectionnés pour les tests biochimiques et 

physiologiques sont présentées dans la (fig.12) ci-dessous ou les mêmes résultats sont relevées pour 

les colonies des différentes souches, concernant la taille, la forme et la couleur etc. 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure12 : Purification des isolats des actinomycètes sur milieu caséine amidon. 

 

Les actinomycètes sont des bactéries filamenteuses, elles constituent le groupe bactérien le plus variable et le 

plus importants de point de vue écologique et biotechnologique. Lorsqu’ils 
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évoluent sur un substrat solide, comme la gélose, ils se développent sur la surface et à l’intérieur du 

milieu de culture (Prescott, 2010). Ce qui explique leurs dénominations en grec « Champignons à 

rayons » ou « champignons rayonnants » (Gottieb, 1973).  

2. Caractérisations morphologiques de la souche actinomycète 

La caractérisation morphologique des souches des actinomycètes est basée sur les l’aspect 

macroscopique observés à l’œil nu et à la loupe binoculaire, ainsi que l’aspect microscopique des 

isolats de sols (tab. 4). 

Tableau 4 : caractérisation macroscopique et microscopique des souches d’actinomycète. 

 

 

Souches 

                        Taille  forme couleur Mycélium 

Végétatif 

  Mycélium 

     aérien 

     petite moyenne grande      Hyphe  Hyphe  Spore   

 

SA1 

 

      X 

  Ronde  

Bombé  

Blanche  Beige  Blanche  exogène  

 

SA3 

     X  Bombé  Beige  Blanche  Blanche   exogène 

 

SA4 

     X  Bombé 

sec  

Blanche  Beige  Blanche  exogène 

 

SA6 

       X   Ronde 

Sec  

Jaune  beige Blanche  exogène 

 

SA7 

     X  Aplatie  Blanche  Blanche  blanche exogène 

 

2.1.Coloration de Gram 

Les résultats des colorations reflètent la composition chimique de la paroi des  bactéries d’une 

manière généralement particulièrement celle des actinomycètes. Afin, de distinguer la classification 

des  souches d’actinomycètes isolés. Après observation des frottis colorés au microscope optique à 

l’objectif fort (G 100x).  

Il s’est avéré que  les cinq souches actinomycètes isolées sont des bactéries filamenteuses, à 

coloration de Gram positive. D’après Aouiche et al. (2012), Rosilma et al. (2016),  ont confirmé 

que tous les actinobactéries sont de Gram positive (fig. 13). 
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Figure13 : Coloration de Gram des cinq souches d’actinomycete  isolé. 

 

Le mycélium végétatif  apparait sous forme d’un réseau très ramifié d’hyphes longe et  

enchevêtrés non fragmentés ni sporulés sur le milieu utilisé. Il supporte un mycélium secondaire 

abondant et bien sporulé. Les chaînes de spores immobiles en forme spiralées qui se fragmentent en 

spores  sphériques dont le nombre qui varie d’un même milieu de culture un peut atteindre 40 

spores par chaîne .(zidane et Maddi,2017). 

3. Tests physiologiques et biochimiques 

Les résultats des différents tests physiologiques et biochimiques des 5 souches d’actinomycètes  

sélectionnées sont présentés dans le Tab.5 Une série de tests physiologiques utilisés par les 

taxonomistes pour la différentiation entre les espèces et groupes des actinomycètes sont retenues 

pour l’identification des souches isolées. Les résultats de ses différents tests sont cités et discutés ci- 

après. 
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Tableau 5 : Tests physiologiques et biochimiques des isolats d’actinomycètes. 

 

3.1. Hydrolyse de la caséine 

La présence d’halo d’éclaircissement autour de la culture signifie que les résultats sont positifs pour 

toutes les souches isolées d’actinomycètes (tab. 5 et fig. 14). Cette dégradation de caséine est due à 

la présence de caséinase. 

 

                         

 

 

 

 

 

 

                       Figure 14 : Les résultats des tests d’hydrolyse de la caséine 
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Dans certains travaux réalisés sur les tests physiologiques d’actinobactéries isolés des sols 

confirment que la plupart des souches d’actinomycète peuvent hydrolyser les caséines du lait; 

Palaniyandi et al., 2013 et Benzekhroufa2018. 

3.2. Hydrolyse d'amidon 

Toutes les cinq souches dégrader l’amidon, cette dégradation est révélée par la présence de 

coloration autour des colonies. Nous avons observé que les cinq souches, et dégradent l'amidon, et 

cela est due à la présence alfa Amylase chez l’actinomycète sellons (Demain et Solomon, 1985 ; 

Sanglier et al. 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 15 : Hydrolyse d'amidon. 

3.3. Hydrolyse de gélatine 

Les cinq souches d’actinomycètes isolés sont des déprédatrices de la gélatine. Les tests sont positif 

on a noté présence des zones claires correspondant aux zones d'hydrolyse de la gélatine. Selon le 

BergeyManuel (2012), Boughachiche (2012), et Mohamed Harir (2017), cette dégradation est 

due à la présence de l’enzyme gélatinas chez les actinomycètes,  

 

 

 

                                          

 

 

 

 

 

Figure 16: Hydrolyse de gélatine. 
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3.4. Recherche de lécithinases 

La figure ci-dessous (fig. 17) présente les résultats des tests de lécithinases, les  cinq souches 

possèdent l’enzyme lécithinase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Test positif d’hydrolyse de la lécithine en présence des souches d’actinomycètes. 

 

La lécithinase permis de dégrader la lécithine. Les  cinq souches présentent des résultats positifs. 

Une présence des zones de protéolyses transparentes traduites l’hydrolyse de la lécithine. Ces 

résultats sont similaires aux travaux de Das et al. (2012), et Cheriet et Amari (2016). 

3.5. Réduction des nitrates  

Le résultat montre que le testes des nitrates est positif en présences des souches cinq de 

actinomycètes (fig. 18). La couleur du milieu n’a pas changée en présences des réactifs NR1 et NR 

2 et même lorsque on ajouté la poudre de zinc. Cela permet de dire que les nitrates du milieu sont 

transformés en nitrates, ce qui explique que les souches d’actinomycètes possèdent l’enzyme nitrate 

réductase très active. Des résultats positifs ont été déjà obtenus par Boughachiche (2016), 

Benzekhroufa2018. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Tests de réduction des nitrites positif en présence les cinq souches. 
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3.6. Production de sulfure d'hydrogène (H2S) et fermentation des sucres. 

Après l'incubation des souches pendant 8 jours sur le milieu TSI, on a enregistré absence d'une 

coloration noire dans le milieu. Cela signifie que les cinq souches ne sont pas  productrices de 

l’H2S, (fig. 19) . 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Les résultats des tests TSI des cinq isolats. 

Les milieux des souches A1, A3, A6, A7 restent inchangé au niveau de culot (pas coloration jaune) 

signifie que les quatre  souches n’ont pas  utilisée le glucose. Par contre,  dans le milieu de la 

souche A4, il ya un changement eu niveau du culot (coloration jaune) signifie que le résultat et 

positif, la souche a fermentée le glucose. 

Les souches A3, A4, A6, A7, il y a un changement de milieu au nivaux de la pente (coloration 

jaune), qui signifie que les quatre souches ont utilisées le lactose, donc le résultat est positif. 

.Contrairement, la souche A1 aucun changement n’a été observé (pas de coloration jaune) donc le 

résultat est négatif. Le même résultat positif a été obtenu par Abbes et Bouteraa (2017). 

3.7. Recherche de catalase 

L’examen de la recherche de la catalase, montre que les trois souches A1, A3, A4, sont catalase 

positive (appariation de bulles d’air), car le catalase c'est une oxydoréductase hémnique qui 

catalysera dismutation du peroxyde d'hydrogène eau et dioxygène.  Pour les  deux souches  A6, 

A7 ne produits pas de catalase (absence de bulle d’air) (fig. 20). Les mêmes résultats sont obtenus 

par les chercheur Vengadesh et al. (2011), Sarkonen et al. (2001)  
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 Figure 20 : Résultats de teste catalase des cinq isolats. 

3.8. Dégradation l’urée 

La couleur du milieu teinte rouge qui indique la dégradation de l’urée cela signifie que les A1 et A4 

présente un teste positif ce qui veut dire que les deux souches synthétisent l’enzyme uréase 

représentable (fig .21). Par contre, les souches A3, A6 et A7 le milieu reste inchangé qui indique 

l’absence de la dégradation de l’urée. Cela signifie que les trois souches présente un teste négative. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                              Figure 21: Tests de dégradation de l’urée   

 

Les résultats positifs (A1et A4) sont obtenus trouvé par Cheriet et all,.( 2015)  Boughachiche 

(2012), et le résultat négative  (A3 ,A6et A7obtenu est identique au résultat trouvé par   Belyagoubi 

(2014).   
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3.9. L’utilisation de citrates  

Les résultats obtenus avec les différentes souches de l’Actinomycètes sont négatifs, Les souches 

n’ont pas utilisé le citrate du milieu comme source de carbone (fig. 22). La couleur des milieux 

restent vert, et n’a pas virée le bleu, les mêmes résultats sont publiés par  Abbes et Bouteraa (2016)  

et Harir et al. (2017).Bessaad et Sadaoui(2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Tests négatifs d’utilisation de citrate en présence des souches d’actinomycètes. 

 

3.10. La réaction de VP et RM 

Les tests de VP sont négatifs aucun changement de couleur des milieux n’est enregistré. Par contre, 

les RM sont positifs, la couleur à virer vers le rouge ou rose foncé  (fig. 23). 

 

 

Figure 23 : Tests négatifs de VP et positifs de RM avec les souches d’Actinomycètes. 

Les souches d’actinomycètes (A1, A3, A4, A6, A7) assurent les réactions des acides mixtes en 

présence du réactif RM. Les mêmes résultats ont été obtenus par Gouse Basha Sheik et al. (2017), 

et Maouche  et Merabet (2018).  
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4. Production des extraits enzymatique des isolats des actinomycètes 

4.1. Dosage des extraits enzymatiques par la réaction de Biuret 

La méthode colorimétrique de Biuret a été effectuée pour le dosage des extraits protéiques des 

enzymes solubles dans le milieu liquide d’extraction des isolats des actinomycètes. Cette 

quantification est réalisée grâce au dosage des différentes dilutions de la protéine ovale albumine 

dans les mêmes conditions opératoires (pH= 5) (Fig. 24). 

 

 

Figure 25 : Courbe de la gamme d’étalonnage de la protéine ovalalbumine. 

La figure ci-dessous représente la gamme d’étalonnage d’ovale albumine et les concentrations des 

extraits enzymatiques des cinq  isolats de Streptomyces sp.  

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26: Concertations des extraits protéiques des trois isolats Streptomyces sp. 
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Les résultats obtenus sur les concentrations des extraits protéiques confirment les résultats des tests 

d’hydrolyses d’amidon. L’isolat de Streptomyces sp A7 renferme une concentration protéique 

supérieure aux autres isolats A1 ,A3 ,A4 et A6 avec des valeurs respectivement de   

0.069 ,0.097,0.092,0.093 et 0.102(fig. 26). Les résultats obtenus sont cohérents avec ceux qui ont 

été obtenus par les tests des paramètres cinétiques Km, Vmax et Vi qui seront abordés et discuté ci-

dessous. 

4.2. Cinétique des extraits d’amylasiques des isolats des Actinomycètes 

Les extrait enzymatiques des amylases obtenus à partir des isolats de  des Actinomycètes sont 

utilisés bruts, et dilués pour l’étude de la cinétique d’hydrolyse de glucose. Cette cinétique est 

estimée par la technique colorimétrique de la réduction du réactif de Liqueur de Fehling. Ceci 

nécessite le dosant d’un sucre réducteur pur préparé à différentes concentrations comme le glucose, 

avec le sucre réducteur libéré (glucose) par les extraits enzymatiques après hydrolyse du substrat 

l’amidon (fig. 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Courbe de la gamme d’étalonnage du sucre réducteur pur le glucose. 

La gamme d’étalonnage du sucre réducteur pur le glucose présente un coefficient de régression 

positif R2 = 0,79 proche de la valeur 1. Cela signifie que cette gamme d’étalonnage des différentes 

dilutions est en linéarité et elle peut être utilisée pour doser le sucre réducteur (Produit). Cette 

courbe va servir à estimer les quantités du produit libérer, après l’hydrolyse du substrat l’amidon. 

En premier lieu, on a tracé les courbes des différentes activités amyliques constatées  des extraits 

enzymatiques en fonction du temps des cinq souches (fig. 28 ; 29,30 ,31 et 32). 
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Figure 28: Cinétique du produit libéré par l’action de l’extrait d’amylase de la souche A1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 29: Cinétique du produit libéré par l’action de l’extrait d’amylase de la souche A3. 
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Figure 30: Cinétique du produit libéré par l’action de l’extrait d’amylase de la souche A4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Cinétique du produit libéré par l’action de l’extrait d’amylase de la souche A6.  
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Figure 32 Cinétique du produit libéré par l’action de l’extrait d’amylase de la souche A7.  

 

Le dosage des produits libérés au cours des différentes réactions présentent des valeurs supérieures 

de 0.102,0.097, 0.093,0.092et 0.069de glucose  respectivement pour les isolats A7, A3, A6, 

A4etA1. Toutefois, le temps de transformation du substrat (amidon) en produits varie de 1minute à 

6 minutes. La souche A6 est plus rapide dans l’hydrolyse de l’amidon en glucose par rapport aux 

autres souches (A1, A3, A4 et A7), les valeurs des différents temps de l’hydrolyse  sont de 1, 4, 6 

minutes respectivement pour les isolats A6, A1 et A4, A3 et A7  (fig. 28, 29 et 30,31 et 32).  

En effet, dans les essais à blanc (témoins) réalisés en absence des extraits d’amylase, les substrats 

(amidon) n’ont pas été hydrolysés, le réactif de Fehling garde sa couleur. Cette méthode confirme 

que les extraits enzymatiques sont riches en amylases. Selon Ragunatha et Padhmadas, (2013), 

les Streptomyces sont la source la plus commune de cette enzyme. 

4.3. Mesure des paramètres cinétiques 

D’après la figure ci-dessus, les extraits enzymatiques hydrolysent le substrat d’amidon 

progressivement en fonction du temps. On a remarqué que les extraits des souches A3, A4, A6 et 

A7 présentent des DO élevées qui expriment des fortes teneurs en produits libéré par rapport à celle 

de l’extrait de la souche A1 (fig. 27). 

Théoriquement, la densité est proportionnellement à la concentration du produit de l’hydrolyse 

d’amidon, qui est le glucose. Grâce à la courbe de la gamme d’étalonnage du glucose, ces courbes 

cinétiques des quantités des produits sont déterminées. Cependant, la 
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quantification des produits permet de déterminer les vitesses des réactions et tracer les courbes Vi = 

f ([S]), afin de calculer les paramètres cinétiques (tab. 6). Les courbes des cinétiques enzymatiques 

des extraits d’amylases des cinq souches en fonction du temps permettent  aussi de caractériser les 

activités enzymatiques par les constantes cinétiques (tab. 6, L’équation de Michaelis-Menten  a été 

utilisée pour évaluer les constantes cinétiques des différentes préparations enzymatiques.  

Les courbes des figures de 33 à 37 représentent respectivement les cinétiques enzymatiques des 

différents extraits amylasiques des souches A1, A3, A4, A6 et A7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Cinétique enzymatique de l’extrait d’amylase de la souche A1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Cinétique enzymatique de l’extrait d’amylase de la souche A3. 
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Figure 35 : Cinétique enzymatique de l’extrait d’amylase de la souche A4. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Cinétique enzymatique de l’extrait d’amylase de la souche A6. 
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Figure 37 : Cinétique enzymatique de l’extrait d’amylase de la souche A7. 

 

Grâce à ces représentations graphiques expérimentales les constantes cinétiques  Km et Vi des 

extraits d’amylases de différentes souches sont calculées (tab. 6).  

Tableau 6 : Paramètres cinétiques des extraits d’enzymes des isolats de Streptomyces sp. 

                            

 

 

 

 

 

Les valeurs du Km les plus faibles 1,3×10-6,1,3×10-6, 7,9×10-6 , 1,2×10-5 et7,5×10-5  sont notés pour 

les souches de Streptomyces sp. A6, A4, A7,A3 et A1 avec des vitesses supérieures par rapport à la 

souche A6 (tab. 6). Selon Cheftel et Cheftel (1977), Cheriot (2007) ,Karp et all.,(2018)et 

Botham et all.,(2017) le Km traduit l’affinité de l’enzyme avec le substrat, plus le Km est faible 

plus cette affinité augmente. Les souches de Streptomyces sp. A1, A3, A4 et A7 présentent une 

bonne affinité avec le substrat amidon comparant avec la souche A6. Plusieurs travaux ont été 

réalisés sur les activités des amylases de Streptomyces sp. isolées du sol confirment les résultats 

(Khwaja, 2011 ; Ragunathan et Padhumadas, 2013). 
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Les souches Vmax [mol.l-1.min-1] Km Vi [mol.l-1.min-1] 

A1 13×10-6 7,5×10-5 11×10-3 

A3 8×10-6 1,2×10-5 78×10-3 

A4 13×10-6 1,3×10-6 13×10-3 

A6 15×10-6 1,3×10-6 14×10-3 

A7 15×10-6 7,9×10-6 14×10-3 
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Conclusion et perspectives  

Les amylases sont les principales enzymes impliquées dans la biodégradation de l’amidon. Ces 

enzymes possèdent divers applications industrielles réveillent une grande importance 

biotechnologique dans de nombreuses industries tels : que l’agroalimentaire, pharmaceutique, 

chimies industrielle, l’écologie etc. 

Dans cette étude, cinq souches d’acténobacteries appartenant au genre Streptomyces sp ont été 

isolées à partir du sol de la région de Hassi Mamache (Mostaganem) et identifiés (A1, A3, A4, A6, 

et A7) et caractérisés morphologiquement par des tests physiologiques et biochimiques. Dans ce 

travail, l’isolement et l’identification préliminaire des actinobactéries sur un milieu sélectif riche en 

amidon montrent un nombre relatif plus de dix souches. Cinq isolats (A1, A3, A4, A6, A7) ont été 

retenus et caractérisés sur la base des observations macroscopiques et microscopiques.  

Le développement de ces isolats est plus ou moins rapide (7 à 10 jours), ils présentent des filaments 

septes, les surfaces des colonies sont aplatie, poudreuses, bombé, etc. La couleur des cinq isolats est 

différente (blanche, jaune  et beige). Le criblage des isolats par le test d’hydrolyse de l’amidon a 

parmi de sélectionner les isolats de Streptomycès au tant que des souches productrices des amylases 

pour l’opération de l’extraction de cette protéine.  

Les extraits enzymatiques bruts des souches obtenu présentent des concentrations 0,069 ; 0.097, 

0,092 ; 0,093 et 0,102 mg/ml respectivement pour les cinq isolats (A1, A3, A4, A6, A7). L’étude de 

la cinétique révèle une variation dans les activités amyliques des extraits enzymatiques des cinq 

souches.  

Le dosage des produits libérés au cours des différentes réactions présentent respectivement des 

valeurs supérieur de35x10-3, 33x10-3,2.7x10-3 ,1.6x10-3et 1.2x10-3mol glucose /l pour les isolats A1 

, A3,A4, A6 et A7 En effet, les valeurs du Km les plus faibles sont notées respectivement pour les 

souches de Streptomyces sp. A6 et A4 ont la même valeur   (Km =1,3 ×10-6) ; A7 (Km =7.9×10-6) 

et la souche A3 (Km =1,2 ×10-5), par rapport à l’isolat A1 (Km =7,5 ×10-5). Les valeurs des vitesses 

initiales sont de 11×10-3 ; 78×10-3 ; 13×10-3 ; 14×10-3et 14×10-3 mol l-1 min-1 respectivement pour 

les cinq isolats (A1, A3, A4, A6, A7). En fin, les résultats obtenus méritent une étude plus 

approfondie, dont il est souhaitable de :  

➢ Purifier l’enzyme amylase et de la caractériser par les techniques d’électrophorèses et 

HPLC. 

➢ Suivre la croissance des souches actinomycétale (A1, A3, A4, A6, A7) sur d’autres milieux 

pour déterminer leurs mécanismes de production de leurs l’enzyme.  
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➢ Étdier les cinétiques de l’activité d’amylase purifiée à des pH et températures différents pour 

des utilisations industrielles.  
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Annex                                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 

• Amidon…………………………………………………………………..10g 

• Caséine…………………………………………………………………...0,03g 

• KNO3……………………………………………………………………..2g 

• K2HPO4…………………………………………………………………...0,02g 

• NaCl………………………………………………………………………2g 

• MgSO4 .7H2O……………………………………………………………..2g 

• CaCO3……………………………………………………………………..0,05g 

• FeSO4.7H2……………………………………………………………........0.01g 

• Agar………………………………………………………………………..18g 

• Eau distillée…………………………………………………………….…..1L 

• PH= 7.3 

Gélose nutritive 

• Amidon…………………………………………………………………..10g 

• Peptone……………………………………………………………………5g 

• Extrait de viande………………………………………………………….1g 

• Extrait de levure…………………………………………………………..2g 

• NaCl………………………………………………………………………5g 

• Agar……………………………………………………………………...15g 

• Eau distillée……………………………………………………………….1L 

• PH=7.5 

 

                                              Citrate de Simmons 

 

• Citrate de sodium………………………………………………………. 1g 

• Bleu de bromothymol……………………………………………………0,08g 

• Chlorure de sodium………………………………………………………5g 

• Sulfate de magnésium……………………………………………………0,2 

• Hydrogénophosphate de potassium……………………………………....1g 

• Dihydrogénophosphate d’ammonium……………………………………1g 

• Agar………………………………………………………………………15g 

• Eau distillée………………………………………………………………1L  

• PH=7,1 
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Gélose TSI 

• Peptone…………………………………………………………………15g 

• Extrait de viande………………………………………………………...3g  

• Extrait de levure…………………………………………………………3g  

• Peptone pepsique de viande……………………………………………..5g 

• Glucose………………………………………………………………….1g 

• Lactose…………………………………………………………………..10g  

• Saccharose………………………………………………………………10g  

• Rouge de phénol………………………………………………………...0,05g  

• Chlorure de sodium……………………………………………………..5g  

• Thiosulfate de sodium………………………………………………......0,3g 

• Agar…………………………………………………………………….18g 

• Eau distillée……………………………………………………………..1L 

• PH=7,5 

Urée indole 

• Urée…………………………………………………………………….2g 

• L-tryptophane…………………………………………………………..0.3g 

• Ethanol à 0,95…………………………………………………………..1cm3 

• Rouge de phénol………………………………………………………..2,5mg 

• Chlorure de sodium……………………………………………….........0,5g 

• Dihydrogénophosphate de potassium…………………………….........0,1g 

• Hydrogénophosphate de potassium……………………………………0,1g 

• Eau distillée…………………………………………………………….1L 

• PH=7 

Bouillon Clark et Lubs 

• Peptone…………………………………………………………….......5g 

• Glucose………………………………………………………………...5g 

• Hydrogénophospate de potassium…………………………………......5g 

• Eau distillée……………………………………………………………1L 

• PH=7,5 

Milieu d’extraction 

• Amidon……………………………………………………………….10g 

• Na2 HPO4……………………………………………………………..10g 

• Extrait de levure………………………………………………………5g 

• KCl……………………………………………………………………0,5g 

• MgSO4……………………………….………………………………..0,015g 

• Eau distillée…………………………………………………………...1L 

• PH=7 
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   2. Les solutions 

    2.1. Tampon acétate de Sodium à 0,05M 

➢ 4,1g d’acétate de Na. 

➢ 100 ml d’eau distillé. 

➢ Ajuster le pH à 4,7 ou 4,6 avec l’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 

: 150 g ; Eau : 1L 

     2.3. Préparation de biuret 

➢ Sulfate de cuivre CuSO45H2O……………………………1,5g 

➢ Tartaratedoule de potasium et de sodium…………...…....6g 

➢ NaOH ………………...………………………………….30g 

➢ Iode de potassium ……………………….………………..1g 

➢ H2O : ……………………………………………………...1L 
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Résumé :Les amylases d’origines microbiennes sont les principales enzymes impliquées dans la 

biodégradation de l’amidon. Ces enzymes possèdent divers applications industrielles. Dans cette étude, les 

un sol foresterie de la région de HassiMamèche (Mostaganem) ont fait l’objet d’un isolement et purification 

des actinomycètes. Après la sélection des souches par des tests biochimiques et physiologiques, une 

fermentation dans un milieu liquide riche en amidon a été réalisée pour une production des d’amylases. En 

dernier, les extraits d’amylases obtenus ont été quantifiés par la méthode colorimétrique de Biuret.Afin, de 

déterminer les paramètres cinétiques km, Vmax et Vi des extraits enzymatiques, dans des conditions 

opératoires contrôlés (pH, Température) un milieu réactionnel à base d’amidon a été utilisé. La méthode au 

réactif de Liqueur de  Fehling a été utilisée pour doserles produits (glucose)libéré après hydrolyse du 

substrat(amidon) par spectrophotométrie à λ =540 nm. Les résultats révèlent macro et microscopiques que 

les souches d’acténobacteries font partie du genre Streptomycessp, Les colonies obtenues sont des tailles et 

formes différentes, possédant un mycélium végétatif surmonté d’un mycélium aérien de couleurs différentes 

jaune, blanche, beige etc. Les isolats sont de Gram positif. L’ensemble des tests biochimiques et 

physiologiques sont positifs et quelque uns négatifs. Les valeurs cinétiques Km les plus faibles ont été notées 

pour deux isoltatsStreptomycessp. A6 et A4 (Km =1,3 ×10-6) avec les valeurs des vitesses initiales de 14×10-

3 et 13×10-3. En fin, il est souhaitable de purifier l’enzyme amylase et de la caractériser par les techniques 

telles que l’électrophorèses et HPLC. 

Mots cléf : actinomycètes, amylases, km, Vmax et Vi. 
 

Abstract :Amylases of microbial origin are the main enzymes involved in the biodegradation of starch. 

These enzymes have various industrial applications. In this study, a forestfloor in the region of 

HassiMameche (Mostaganem) wasisolated and purifiedfromactinomycetes. After the selection of the strains 

by biochemical and physiological tests, a fermentation in a liquid medium rich in starch was carried out for a 

production of amylases. Finally, the amylase extractsobtainedwerequantified by the colorimetricmethod of 

Biuret. In order to determine the kineticparameters km, Vmax and Vi of the enzymatic extracts, under 

controlled operating conditions (pH, temperature) a starch-based reaction medium was used. The Fehling 

Liquor Reagent method was used to assay the products (glucose) releasedafterhydrolysis of the substrate 

(starch) by spectrophotometryat λ = 540 nm. The results reveal macro and microscopicthatstrains of 

actenobacteria are part of the genusStreptomycessp. The colonies obtained are of different sizes and shapes, 

possessing a vegetative mycelium surmounted by an aerial mycelium of different colors, yellow, white, 

beige, etc. The isolates are Gram positive. All biochemical and physiological tests are positive and some are 

negative. The lowest Km kinetic values werenoted for twoisolatesStreptomycessp. A6 and A4 (Km = 1.3 × 

10-6) with initial velocity values of 14 × 10-3 and 13 × 10-3. Finally, it is desirable to purify the amylase 

enzyme and characterize it by techniques such as electrophoresis and HPLC. 

Key wordsactinomycetes, amylases, km, Vmax and Vi . 

 

 

 

 



 

 

 

 

 


