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Résumé

La présente étude a porté sur I’évaluation de I’activité enzymatique d’une souche
d’actinobactéries du genre Streptomyces (dénomination BS05). Aprés incubation la souche
donne des colonies circulaires, bombées, d’aspect poudreux et de couleur blanc pale. Des tests
de mise en évidence de I’activité enzymatique ont été réalisés, grace a la technique des
cylindres d’agar, en utilisant plusieurs substrats (amidon, cellulose, gélatine ...). La souche
BS05 a montré de bonnes activités cellulasique et amylasique, ainsi qu’une activité lipasique,
une faible activité de dégradation de la caséine et absence de la dégradation de la gélatine.

Les actinobactéries possedent des activités cellulasique et amylasique intéressantes, ce qui

corrobore avec nos résultats obtenus avec la souche BS05.

Mots clés :Streptomyces, Actinobactéries, Activité enzymatique, Substrat, Cylindres d’agar.

Abstract

The present study focused on the evaluation of the enzymatic activity of an Actinobacteria
strain Streptomyces BS05. After incubation, the strain gives colonies circular, convex,
powdery appearance of pale white color. Demonstration tests of the enzymatic activity were
carried out, using agar cylinders technique and using several substrates (starch, cellulose,
gelatin ...). Strain BS05 showed good cellulase and amylase activities, as well as lipase
activity, low casein degradation activity and absence of gelatin degradation. The
Actinobacteria strains have good cellulose and amylase activities, which corroborates with
our results obtained with BSO5 strain.

Keywords: Streptomyces, Actinobacteria, Enzymatic Activity, Substrate, Agar cylinders.
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Introduction

Introduction

Les microorganismes sont de remarquables agents de dégradation. En effet, dans leur
environnement naturel, ils participent a la biodégradation de la matiére organique, méme la
plus complexe comme la cellulose, la lignine, la chitine, la pectine et le xylan, etc., et ce par
production de diverses enzymes extracellulaires (Mswaka et Magan, 1998 ; Tuomela et al.,
2000 ; Perez et al., 2002).

Avec ’essor de la biotechnologie, des procédés exploitant cette propriété microbienne ont
été développés. Les microorganismes sont alors utilisés en bioremédiation afin de dépolluer
I’environnement (Lu et al., 2004 ; Opatokun et al., 2011), ou en diverses industries pour des

applications variées.

Les actinobactéries, des bactéries a Gram positif, a haut coefficient de Chargaff (GC%),
montrant une diversité morphologique marquée (Goodfellow et O'Donnell, 1989), ont été et
demeurent la source la plus féconde pour tous les types de métabolites bioactifs (Ravikumar
et al., 2011). Elles sont connues pour leur aptitude a dégrader des métabolites et de produire
plusieurs enzymes tels que : la chitinase (Gomez et al., 2000 ; Kim et al., 2003) , la xylanase
(Mansour et al., 2003) , I’a-amylase (Syed et al., 2009) , la cellulase (Aboul-Enein , 2010 ;
Rathan et Ambili , 2011), la protéase (Vonothini et al., 2008), la lipase (Vujaklija et al.,
2002) , la pectinase (Arijit et al., 2013) etc.

A ce titre, I’objectif premier de ce travail est I’étude de 1’activité enzymatique d’une

souche d’actinobactéries du genre Streptomyces.

% La premiére partie de ce travail est intéressé a 1’étude théorique par une recherche
bibliographique qui cadre le sujet.

% La seconde partie dite expérimentale portera sur 1’étude morphologique de la souche
d’actinobactéries ainsi que la mise en évidence de son activité enzymatique.

% Les résultats obtenus sont compareés et discutés dans la troisieme partie.

% Enfin, la derniere partie concernera la conclusion finale et soulignera les perspectives

de ce travail.
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Les actinobactéries sont considérées comme étant des bactéries a Gram positif avec un
coefficient de Chargaff élevé. A I’origine, ces microorganismes ont ét¢ définis comme un
groupe intermédiaire entre les bactéries et les mycetes (Kuster., 1968). Leurs caractéristiques
chimiques, physiologiques, et génétiques les situent parmi les procaryotes (Williams etal.,
1973). La paroi de ces germes ne posséde ni chitine ni cellulose, par contre elle renferme le
peptidoglycane qui est le constituant principal de la paroi des bactéries avec des acides tel que
I’acide diaminopémilique avec ses difféerentes formes : LL et DL (méso), I’acide
diaminobutyrique, la lysine...etc.

Ce qui démontre qu’il s’agit vraiment de bactéries, c’est I’absence de stérols au niveau de
la membrane cytoplasmique et le matériel génétique dépourvu de la membrane nucléaire
(Lechevalier, 1985 ; Mariat et Sebald, 1990).

La morphologie de certaines de ces dernieres rappelle celle des moisissures car elles se
développent sous forme de filaments appelés mycélium qui porte le plus souvent des spores
ou des conidies. Le mycélium peut se présenter sous deux aspects : Un mycélium végétatif et

un mycélium aerien (Sulaiman et al., 2012).

Les actinobactéries sont surtout connues pour la production de métabolites primaires tels

que les enzymes et d’autres dits secondaires tels que les antibiotiques.

Chapitre | : Le genre Streptomyces
1.1 Définition et caractéristiques principales

Le mot Streptomyces regroupe tous les membres du genre Streptomyces, c’est le genre
d’actinobactéries le plus abondant et surtout le plus performant dans la production de
métabolites secondaires importants. Les Streptomyces sont donc des organismes procaryotes
qui possédent une structure filamenteuse. Cela explique leur dénomination : du Grec
Strepto.myces : Streptos : tordu ou courbé et myces : champignons (Willliams et al., 1989).

Les Streptomyces sont des organismes aérobies, a coloration de Gram positive,
chimioorganotrophes, catalase positive qui appartiennent a I’ordre Actinomycetales, la classe
Actinobacteria (Stackebrandt et al.,1997).

Ils posseédent un métabolisme oxydatif et un taux G+C% compris entre 69 et 78%(Korn-
Wendisch et Kutzner, 1992 ; Hodgson, 2000 ; Stackebrandt et Schumann, 2006).
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La présence de I’acide LL-diaminopimelique et de glycine et I’absence de sucres
caractéristiques est typique pour ce type de paroi cellulaire (Uchida et Seino, 1997 ;
Stackebrandt et Schumann, 2006). lls tendent a croitre lentement en formant des filaments
ramifiés de 0.5 a 2 u m de diametre, qui fragmentent rarement c’est le mycélium végétatif ou
mycélium de substrat. Le mycélium aérien forme par contre a sa maturité des chaines de
spores non mobiles. Leur croissance donne naissance a des colonies assez lisses au début qui
deviennent poudreuses, floconneuses ou compacts aprés développement du mycélium aérien.
Les Streptomyces produisent un grand nombre de pigments responsables des différentes
couleurs du mycélium en plus des pigments diffusibles. Leur température optimale de
croissance est située entre 25°C et 35°C (a I’exception des espéces thermophiles ou

psychrophiles) et leur pH optimum entre 6,5 et 8 (Stackebrandt et Schumann, 2006).

1.2 Mode de reproduction
Le cycle biologique est comparable a celui de nombreux Micromycetes eucaryotiques. Les

Streptomycetales possedent une structure de procaryotes avec un cycle biologique semblable a

celui de certains champignons (Figure 1, Floyd et al, 1987).

Spore

Chaines de spores Nouvelle génération

Cycle de vie des

Streptomyces
Sporulation
Croissance du Mycélium
du sub strat
A £
- Croissance du
S mycélium aérien
s . )
£ Mycélium aérien Mycélium d u substrat

Figure 1 : Cycle de vie des Streptomyces sp. (Floyd et al., 1987).
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1.2.1. Germination des spores

Quatre étapes peuvent étre distinguées ; 1’activation, I’initiation, I’émergence du tube
germinatif et sa croissance, pour lesquelles le degré hygrométrique joue un réle important.

1.2.2. Mycélium primaire

Le tube de germination va croitre et donner des hyphes qui se ramifient intensément. Ce
mycélium se développe sur et dans le substrat. 1l est dénommé mycélium primaire, mycélium
végeétatif ou mycélium de substrat. Eventuellement pigmente, il forme des parois transversales
isolant les zones les plus agées.

1.2.3. Mycélium secondaire

Sur le mycélium primaire va se développer un mycélium secondaire aérien. Ces hyphes
sont peu ramifiés et pourvues d’une enveloppe hydrophobe. Elles sont plus épaisses que les
hyphes primaires. Ce myceélium est généralement pigmenté (gris, vert, rouge etc.) sur ce
mycélium aérien se forment des spores.

1.2.4. Les spores

Les hyphes aériens subissent une série de changements qui donneront naissance aux
spores. Ces spores sont soit isolées, soit groupées en chaines ou méme enfermeées dans un
sporange ou conidies. Ces derniers libérent des spores isolees ou groupées en chaines. Elles

sont de diverses formes, d’aspect lisse et ridé (Mighélez et al., 2000).

1.3. Génétique des Streptomyces

Le génome des Streptomyces est compose d’une molécule linéaire d’ADN contenant huit
millions de paires de bases ce qui en fait un des plus grands génomes bactériens. Ils posseédent
également des plasmides linéaires de tres grandes tailles ainsi que, plus classiquement, des
plasmides circulaires. Par ailleurs, les génomes de Streptomyces coelicolorA3(2), souche la
plus communément étudiée en laboratoire, et celui de Streptomyces avermitili, souche utilisée
dans I’industrie, ont été intégralement séquencés (Bentley et al. 2002 ; Ikeda et al. 2003).
Tous les membres de ce genre sont caractérisés par leur grande teneur en GC% qui varie
entre 69 et 78%(Larpent et Sanglier, 1989).

1.4. Ecologie des Streptomyces
Les Streptomyces, si nombreux, se rencontrent presque partout (Lacey, 1997). Le sol a
partir duquel ils peuvent coloniser de nombreux biotopes en est le réservoir le plus riche (Xu

et al., 1996 ; Katsifas et al., 1999 ; Dhanasekaran et al., 2009). Ils représentent une partie
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significative de la population microbienne du sol dont le nombre diminue au fur et a mesure
que la profondeur augmente (Waksman, 1963).

Les Streptomyces sont moins prédominants que les autres bacteries mais bien plus que les
moisissures. Toutefois, les streptomycetes sont en général plus nombreux que presque tous les
autres groupes bactériens considérés individuellement. Leur nombre, variable selon les
biotopes, atteint souvent 10°par gramme de terre séche (Larpent et Sanglier, 1989 ) Dans les
sols sahariens, les Streptomyces constituent 15 a 60% de la microflore tellurique avec une
prédominance des Streptomyces et quelquefois des Micromonospora.

Ce pourcentage est encore plus élevé (jusqu'a 91%) dans les horizons de sol situés entre 1
et 2 metres de profondeur (Nouasri, 1996).

Les Streptomyces colonisent les eaux douces, ils produisent des composes volatiles
responsables des gouts et des odeurs terreuses qui apparaissent parfois dans les eaux de
consommation tels que la geosmine et la 2- méthyle- isoborneol (Zaitlin et al.,2003
;Madigan et Martinko, 2007), selon Cavala et Eberlin (1994), la production de ces
substances est plus importante chez les especes possédant un mycélium végétatif abondant.
Les Streptomyces ont également été détectés dans les eaux marines mais a de faibles

concentrations en comparaison avec les eaux douces (Xu et al.,1996) et dans I’ air ou

généralement ils sont présents sous forme de spores (Reponen et al., 1998).

Les Streptomyces sont capables de se développer sur une large gamme de
substrats(Andreyuk et al., 1990), Ils possédent un grand pouvoir d’adaptation aux conditions
de I’environnement et peuvent en méme temps I’influencer, ainsi on les retrouve dans les eaux
polaires gelées en permanence tout comme dans les sols chauds et secs, dans le pétrole brut,
les sols alcalins, les sols hautement contaminés par les métaux lourds, les lacs extrémement
alcalins et les lacs salés (Goodfellows et Williams, 1983 ; Lechevalier,1988 ; Sanglier et
Trujillo, 1997 ; Hasavada et al., 2006 ; Lakshmipathy et Kanabiran,2009). Ils sont mémes
présents, comme espéces non pathogeénes a la surface des feuilles d’arbres fruitiers comme les
feuilles de vigne (Vercesi et al.,1990) et dans les racines de blé (Coombs et Franco, 2003)
mais d’ autres provoquent des dégats considérables sur la pomme de terre (S. scabis et S.
acidiscabis responsables de la gale de pomme de terre) (Loria et al., 1997). Par contre, ils
semblent étre absents des eaux miniéres trés acides (pH<1) et des sources thermales trés

chaudes d’” origine volcanique (Xu et al., 1996 ; Hwanget al., 2001).

I.5. Taxonomie des Streptomyces
Le genre Streptomyces a été décrit pour la premiere fois par Waksman et Henrici en 1943

et classé dans la famille des Streptomycetaceae en se basant sur la morphologie et la
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composition de la paroi cellulaire. Le développement de la classification numérique a permis
la reclassification de six autres genres de cette famille (Actinopycnidium, Actinosporangium,
Chainia, Elytrosporangium, Kitasatoa et Microellobosporia) dans le genre Streptomyces. Ces
anciens systemes numériques utilisant les caracteres phénotypiques sont fondamentalement
changés par I’introduction des caractéristiques de la biologie moléculaire dans les systémes de

classification (Stackebrandt et al., 1997).
1.5.1. Détermination des espéces du genre Streptomyces

Le nombre d’espéces du genre Streptomyces a augmenté de 40 a plus de 3000, mais
certaines d’entre elles étaient considérées comme synonymes. En 1964, le projet international
des Streptomyces (ISP) a essayé de standardiser les criteres de détermination de 1’espéce
Shirling et Gottlieb 1968, 1969, 1972 ont décrit des criteres standards clés pour la
détermination des espéces :

» La forme des chaines de spores (rectiflexible pour les chaines droites ou flexueuses,
spirale pour les chaines hélicoidales).
» La couleur du mycélium aérien sporule avec sept classes de couleur (blanc, gris,

jaune, rouge, bleu, vert et violet).

» La production de pigments mélanoides bruns a noirs.

» L’ornementation de la paroi sporale (lisse, verruqueuses, ¢chinelée ou chevelue).

» La présence ou non de pigments solubles.

> La capacité d’ utiliser certaines sources de carbone pour se développer (D-
glucose.D-xylose,D-galactose, D-raffinose, D-mannitol, D-fructose, L-arabinose.-L-
rhamnose, i-inositol et saccharose).

» La composition cellulaire en acides aminées, en sucres et en lipides etc.

> Détermination du (G+C) %, séquencage des genes de I’ARNr 16S, Hybridation
ADN-ADN.
1.6. Bioactivité des Streptomyces
Les Streptomyces produisent 70 a 80% des substances bioactives naturelles connues a
application pharmaceutique ou agrochimique (Berdy, 2005 ; Manteca et al.,2008).
Continuellement de nouveaux métabolites a différentes activités biologiques sont isolés de
souches de Streptomyces (Getha et al.,2005 ; Dastager et al., 2009 ; Oskay, 2009 ;Kang et
al., 2010). Le premier et le plus important produit des Streptomyces ce sont les antibiotiques
(Watve et al., 2001). A partir de 1955 le genre Streptomyces devient, et va rester le grand

fournisseur d’ antibiotiques nouveaux (Hwang et al.,2001 ; Marinelli,2009). lls constituent
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la source de substances antibactériennes, antifongiques (Hopwood,2007), antitumorales,
antiparasitaires (Dietera et al.,2003 ; Hopwood, 2007 ;Lakshmipathy et al., 2009),
antivirales, insecticides, pesticides et herbicides, en plus des substances pharmacologiques
comme les immuno-modulateurs (substances immunosuppressives et immunostimulantes), les
substances vaso-actives et les agents neurologiques(Sanglier et Trujillo, 1997 ; Petrosyan et
al., 2003).

Les enzymes sont les plus importants produits des Streptomyces apres les antibiotiques
(Nascimento etal.,2002), comme les protéases, les lipases, les cellulases, les amylases, les
pectinases et les xylanases (Vonothini et al., 2008 ; Syed et al., 2009).

Chapitre Il : Les enzymes des Streptomyces
11.1. Définition des enzymes

Les enzymes sont des protéines qui exercent une activité catalytique spécifique d’un tres
grand nombre de réactions chimiques (Navarre et Francoise, 2010). Les principaux facteurs
du milieu qui contrdlent la fonction des enzymes sont la température, le pH et I’activité de
I’eau etc. En générale, leur activité croit de manieére exponentielle avec 1’¢lévation de la
température du milieu réactionnel jusqu’aux environs de 60-70°C, au-dela de cet intervalle,
elles perdent leur activité. Leurs pH optimum varient avec la nature des enzymes et des

réactions. Le plus sont souvent est compris entre 4 et 9 (Pierre, 2000).

11.2. Classification des enzymes
Les enzymes sont classés en fonction des réactions qu’elles catalysent, on distingue six

familles (Tableau I).
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Tableau I : Différentes classes d’enzymes (Pierre Feillet., 2000).

Classe Réactions catalysées

EC 1 Oxydo-réductases | Oxydo-réduction (transfert d’oxygene)

EC 2 Transférases Transfert de groupes fonctionnels

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

EC 5 Isomérases Remaniement interne d’une molécule

EC 6 Ligases Synthéses de nouvelles molécules par addition d’¢éléments

11.3. Les enzymes produites par les actinobactéries

Les enzymes produites par les actinobactéries sont les amylases, les protéases, les lipases,
les cellulases, les xylanases, les chitinases, les pectinases, les kératinases, L-asparaginase.
Elles trouvent actuellement plusieurs applications dans différentes industries (Tableau I1).

Tableau Il : Quelques enzymes produites par les actinobactéries (Salma et al, 2017).

Enzyme PH optimal et Applications Industriel
Température
Cellulase 6et37°C détergent, papier et pate a papier,
7et45°C textile
Protease 7.5et40°C Pharmaceutique Cuir, Kératine
6.5 et 66° C Détergent, Aliments, Brassage
Keratinase 10et70°C Cuir
Amylase 9et45°C Détergent, Cuisson
6 et 60°C Textile, pate a papier
Xylanase 9et50°C Papier et pate
4et70°C L'alimentation animale, Cuisson
Lipase 6et37°C Papier et pate
7et30°C Détergent Produits de beauté
Chitinase 6et60C Textile
7et55C Cuir
Pectinase 60.5et45°C Boisson
Textile
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11.3.1. Les Cellulases

Les actinobactéries sont les plus grands producteurs de cellulase connus (Bhattacharya et
al., 2007). Les Streptomyces drozdowiczii, S. lividans, S. longispororuber, S. rutgersensis,
Streptomyces sp. sont de meilleurs exemples pour la production de cellulase utilisé dans des
industries, telles que, les pates et papiers, les textiles, la bioraffinerie, les matiéres premiéres
animales, le vin et le brassage, cuisson (Jacob etal., 2008et Gohel et Singh,2012).

11.3.2. Les protéases

Les protéases de Streptomyces spp. utilisées dans le traitement de différents déchets
agroindustriels comme les plumes, les ongles, les cheveux et les déchets végétaux (Bentley et
al., 2002). Les protéases produites par Nocardiopsis spp. sont connues comme des enzymes
d’importance industrielle, sont largement utilisées dans les patisseries, textiles, détergents,
brasseries, fromages et épilateurs industriels (Gohel et Singh, 2012). La plupart des protéases
montrent une tolérance aux diverses conditions de stress abiotiques comme le pH élevé, la

température et la salinité (Rathan et Ambili, 2011).

11.3.3. Les kératinases

Les kératinases sont des enzymes industriellement importantes produites par un certain
nombre de souches dactinobactéries comme Streptomycetes spp. et Actinomadura. Ces
enzymes sont principalement utilisées pour I'nydrolyse de la kératine. 1l y a une grande
demande pour le developpement biotechnologique alternative pour le recyclage des déchets
(Habbeche et al, 2014)

11.3.4. Les amylases

Les amylases sont considérées comme un groupe important denzymes hydrolysant
I'amidon en sirops a teneur élevée en fructose, glucose et maltose, ils peuvent étre classes en
endoamylases et exoamylases. Les souches par exemple : Streptomyces erumpens et
Thermobifida fusca ont la capacité a sécréter des amylases a I'extérieur des cellules pour
effectuer les digestions extracellulaires. Ces enzymes thermostables peuvent étre utilisées
dans la boulangerie, l'industrie pharmaceutique, du papier et de la pate. Les amylases de
Streptomyces spp. jouent un réle important dans la biotechnologie appliquée dans différentes
industries et ils présentent environ 25% de la demande du marché mondial des enzymes (El-
sersy et al., 2010).
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11.3.5. Les xylanases

Les membres du genre Streptomyces sont les principaux producteurs de xylanases parmi
les actinobactéries. Le xylan est la plus dominante composante des hémicelluloses et il est
généralement utilise dans l'amélioration d’industrie de la pate et du bioblanchiment.
Cellulases-libres et thermostables, les xylanases sont produites par des genres
actinobactériens, Actinomadura et Thermoactinomyces avec une température optimale de
70°C (Brzezinski et al., 1999). Certaines especes de Streptomyces sont capables d’hydrolyser
divers résidus comme les déchets de paille et les tourteaux qui entrainent la production de
biogaz (Chakraborty et al., 2012).

11.3.6. Les lipases

Un certain nombre de souches d'actinobactéries ont la capacité d’hydrolyser les huiles et
les graisses. Les lipases et les estérases forment divers groupes hydrolytiques qui catalysent
les lipides comme les triglycérides (Aly MM et al., 2012). Les Streptomyces exfolie et
Nocardiopsis alba produisent des lipases qui hydrolysent les liaisons ester dans les
triglycérides et libére le glycérol et les acides gras. Les lipases sont utilisées dans le traitement
des graisses et huiles, des additifs, des detergents, des produits cosmétiques etc
(Gandhimathi et al., 2009).

11.3.7. Les chitinases

Les chitinases sont produites par des virus, des bactéries, les actinobactéries, les plantes
supérieures et les animaux et jouent d'importants réles physiologiques et écologiques (Verma
et al., 2007). Les chitinases sont un autre groupe d'enzymes importantes sur le plan industriel
qui ont la capacité d'hydrolyser la chitine. La chitinase des souches actinobactéries a été
utilisée pour récupérer le chitibiose, un antioxydant potentiel qui a généralement des
applications en biomédical et l'industrie alimentaire (Bhattacharya et al., 2007). Les
chitinases sont thermostables et actifs a une large gamme de pH qui les rendent appropriés
pour des applications industrielles. Elles sont utiles dans I'nydrolyse des oligosaccharides de
chitine qui ont un potentiel dutilisation comme antioxydant, agents antimicrobiens,

anticancéreux, anticoagulants et antitumoraux (Horikoshi K, 1999).
11.3.8. Les pectinases

Les pectinases sont produites par plusieurs especes de Streptomyces telles que S. lydicus
(Jacob et al., 2008) Ces enzymes sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour I'extraction et

clarification des vins, jus, composés aromatisants et industrie textile pour la préparation de

llO
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tissus de lin et de fabrication de chanvre (Janaki et al., 2016) La polygalacturonase est lI'une

des pectinases les plus importantes largement utilisé dans différentes industries.

11.3.9. La L-asparaginase

Les actinobactéries sont une excellente ressource pour la production de L-asparaginase (L-
asparagine-amino-hydrolase). Une gamme d'actinobactériesdu sol, Streptomyces griseus, S.
karnatakensis, S. albidoflavus et Nocardia sp. ont des capacités a produire I'enzyme L-
asparaginase (Janaki et al., 2016). Les L-asparaginases microbiennes ont été utilisées comme
agents thérapeutiques dans la guérison de certains cancers humains, principalement dans la

leucémie lymphoblastique aigué (Mostafa et Salama, 1979).
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Matériel et méthodes

Ce travail vise a I’é¢tude morphologique de la souche d’actinobactéries ainsi que la mise en

évidence de son activité enzymatique.

I. Durée et lieu du travail

Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Microbiologie de la faculté des sciences de
la nature et de la vie et des sciences de la terre et de I'univers de I'universit¢ Mohamed El
Bachir El Ibrahimi Bordj Bou Arréridj. Notre étude s’est étalée sur une période de deux mois
du 21 Auvril au 17 Juin.

I1. Matériel biologique
I1.1. Souche d’actinobactéries

La souche utilisée appartient au genre Streptomyces sous la dénomination BS05, elle a été
isolée et identifiée par notre encadrante Dr. SOUAGUI Y. a partir d’un échantillon de sol

prélevé dans une région aride du sud algérien (35 10°N ; 4 9°E), Boussaada.

I11. Matériels non biologique

I11.1 Matériels analytique

> Le matériel analytique est présente en annexe 1.

111.2. Milieux de cultures

Les milieux de culture utilisés durant cette étude sont :

/7

¢+ Pour la culture de la souche BSO05 : le milieu ISP4 (International Streptomyces Project)
(Shirling et Gottlieb,1966) et le milieu Williams (M2 Williams et Kuster, 1964).

% Pour les tests de mise en évidence de I’activité enzymatique : La gélose de Gause, la

gélose au lait, la gélose au gélatine, gélose au jaune d’ceuf, le milieu Sierra.

» La composition des milieux de culture est donnée en annexe 2.

l12
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1VV.Méthodes

IV.1. Repiquage de la souche BS05
L’ensemencement de la souche s’est effectué par la méthode des stries serrées a la surface
de la gélose Williams (M2) et ISP4. L’incubation est faite a 30 C pour une durée de 10 & 14

jours.

IV.2. Etude morphologique de la souche BS05

IV. 2.1. Caractéres macromorphologiques

L’aspect phénotypique des colonies et les caractéres culturaux sont étudiés aprés 14 jours
d’incubation a 30 C sur les milieux M2 et ISP4 (Shirling et Gottlieb, 1966). Cette étude
consiste a déterminer les caractéres culturaux des colonies (croissance, couleur des mycélia

aérien et du substrat ainsi que les pigments solubles produits).

IV.2.2. Caractéeres micromorphologiques

Les colonies obtenues sont observées sur les milieux cités précédemment a 1’aide d’un
microscope optique a deux grossissements (x4 et x10) aprés 14 jours d’incubation. Cette
étude consiste a voire les structures et la fragmentation ou non du mycélium aérien et du

mycélium de substrat, ainsi que la sporulation.

V. Mise en évidence des activités enzymatique
V.1. Recherche des carbohydrolases
V.1.1. Recherche de I’amylase

Ce test a été réalise sur la gélose de Gause (Annexe 3) selon la méthode de (Williams et
Cross 1971).  Le milieu coulé dans des boites de Pétri puis ensemencé parla méthode des
cylindres d’agar de la souche a tester. Aprés 07, 10 et 14 jours d’incubation a 30°C, la gélose
est recouverte d’une solution de lugol. La lecture s’est faite aprés 7, 10 et s’est poursuivie
jusqu’aux 14 jours d’incubation. L’hydrolyse est mise en évidence par la présence d’une zone

claire autour des colonies apres ajout du lugol.
V.1.2. Recherche de la cellulase

Cette activité a été testée sur une gélose additionnée de CMC (Annexe 3). Le milieu est
coulé dans des boites de Pétri puis ensemencé par la technique des cylindres d’agar de la
souche a tester et incubé a 30°C. Aprés 07, 10 et 14 jours, une solution de lugol pendant 15

mn permet de mettre en évidence la dégradation de la cellulose (Herculano et al. 2011).

l13
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V.2. Recherche des protéases
V.2.1. Recherche de la caseinase

L’hydrolyse de la caséine est étudiée selon la méthode de Wiliams et Cross (1971). Sur un
milieu gélosé contenant 5 % de lait écrémé, le test est réalisé par la technique des cylindres
d’agar de la souche a tester et incubé a 30°C. Aprés 07, 10 et 14 jours I’apparition de toute

zone claire autour des colonies, témoigne de I’hydrolyse de la caséine.

V.2.2. Recherche de la gélatinase

La souche est ensemencée dans des tubes contenant la gélatine nutritive puis incubée a
30°C pendant 07 et 10 jours. Les tubes sont ensuite placés une heure au réfrigérateur. Si la
gélatine devient solide cela implique qu’elle n’a pas été attaquée par la souche, si elle reste
liquide, cela implique qu’une enzyme extracellulaire 1’a hydrolysé (Larpent et Larpent-
Ghourgoud, 1985).

V.3. Recherche des lipases
La recherche de lipases a été réalisée sur le milieu Sierra additionné de tween 20. Apres
07, 10 et 14 jours d’incubation a 30°C, I’apparition d’un halo opaque autour des colonies

traduit la présence d’une lipase (Sierra, 1957).
V.3.1. Recherche des estérases

La recherche de I’estérase a été réalisée sur le milieu Sierra additionné de tween 80.Apres
14 jours d’incubation a 30°C, I’apparition d’un halo opaque autour des cylindres traduit la

présence d’une estérase (Sierra, 1957).
V.3.2.Recherche de la Iécithinase

La lécithinase a été recherchée sur une gélose au jaune d’ceuf a 10%, coulée en boites de
pétri, ensemencée avec la souche a tester par la téchnique des cylindres d’agar, puis incubée a
30°C.

Le jaune d’ceuf est un substrat composé de lécithine, de triglycérides et d’une lipoprotéine, il

permet donc de rechercher trois enzymes :

e La lécithinase : se traduit par I’apparition d’un halo opaque, blanc perlé jaunatre, a
bord net sous la colonie ou a sa limite.

e Lalipase : indiquée par I’apparition d’un halo blanc perlé huileux et brillant.

e La lipoprotéinase : se traduit par I’apparition d’un halo claire autour de la colonie
(Nitsch et Kutzner 1969).
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V.4. Recherche de la catalase

Prendre une lame propre, déposer sur celle-ci une goutte d’cau oxygénée a 10 volumes. A
I’aide d’une pipette Pasteur, émulsionner par un peu de la colonie de la souche & tester. Le

dégagement de bulles de gaz indique la présence d’une catalase (Camille, 2007).
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Résultats et discussion

Dans cette partie seront présentés les résultats et la discussion de I’étude des caractéres
morphologiques de la souche BS05, ainsi que les résultats de la mise en évidence de 1’activité

enzymatique par la méthode des cylindres d’agar.

I. Etude morphologique de la souche BS05

Les caractéres culturaux ont été déterminés sur les milieux de culture M2, et ISP4
I’importance de la croissance, le développement du mycélium aérien sur chaque milieu, la
couleur du mycélium aérien et de substrat, la sporulation ainsi que la présence ou non des

pigments diffusibles dans le milieu ont été observées.

I.1. Etude macromorphologique

Apres ensemencement sur les milieux M2 et ISP4, les colonies de la souche sont apparues
au bout de deux a trois jours d’incubation a 30°C. Ceci signifie que la croissance des souches
est moyennement rapide.

Apres 14 jours d’incubation la souche donne des colonies circulaires, bombées, de 3 a 5
mm de diamétre, d’aspect poudreux avec une consistance séche. Les pigments diffusibles sont

sécrétés sur milieu M2.

Le mycélium aérien est de couleur blanc pale. L’observation du revers de la colonie

montre la couleur du mycelium de substrat qui est pigmenté en marron fonceé (figure2).

Figure 2 : Aspect macromorphologique de la souche BS05 cultivée sur milieux M2 apres
14jours d’incubation a 30°C (A) aspect et couleur du mycélium aérien (B) aspect et couleur

du mycélium de substrat.
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I.2. Etude micromorphologique

La figure 3 présente les photographies d’observation de la souche BS05 sur le milieu M2
sous microscope optique au grossissement (x4 et x10) apres 14 jours d’incubation a 30°C. Les
filaments des mycéliums aériens de la souche sont fragmentés, non cloisonnés portant des
chaines de spores du type RF (Rectus flexibilis) avec une forme droite, ce type de mycélium
est caractéristique du genre Streptomyces (Bergey, 1989).

Le mycélium de substrat est long, trés arborescent, peut ramifié, non fragmenté et ne

portant pas de spores.

Figure 3 : Observation microscopique des mycélia aérien et de substrat de la souche BS05 a
I’objectif x4 (A) et I’objectif x10 (B).

I1. Mise en évidence de I’activité enzymatique de la souche BS05

Dans le but d’étudier I’activité enzymatique de la souche BSO05, différents milieux a base
de plusieurs substrats ont été testés. Le pouvoir enzymatique de la souche BS05, est déterminé
par la méthode des cylindres d’agar a I’encontre de différents substrats. L’activité est

exprimée en termes d’halo de dégradation.

I1.1. Dégradation des sucres

I1.1.1.Dégradation de ’amidon

D’apres les résultats obtenus, on remarque que la souche BS05 étudiée présente une
activité amylasique sur le milieu a base d’amidon. Aprés addition de la solution de lugol,
I’apparition d’un halo clair autour du cylindre traduit la dégradation de I’amidon (Figure 4),

cela montre que la souche testée posséde une amylase.
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Figure 4: Résultat de I’activité amylasique de la souche BS05. Apres 7 jours (A), 10 jours
(B) 14 jours (C) d’incubation a 30°C.

Ces résultats ressemblent a ceux présentés par Kuo et Hartman (1966), qui ont montré la
production des amylases par différentes souches d’actinobactéries. Nos résultats montrent que

cette enzyme est produite par notre souche BS5 a une température de 30° C.

I1. 1.2. Dégradation de la cellulose

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que la souche BS05 étudiée présente une
activité cellulasique sur une gélose additionnée de CMC comme seule source de carbone et
d’énergie. Apres addition de Lugol, I’apparition d’un halo clair autour du cylindre traduit la

dégradation de la cellulose (Figure 5), cela montre que la souche testée possede une cellulase.

Cette enzyme est généralement produite par les actinobactéries, en particulier les espéces
thermophiles et les streptomycetes (Sanglier, 1993). Cet enzyme a été utilisées dans plusieurs
domaine en biotechnologie comme les industries alimentaires, I’industrie du textile (Ando et
al., 2002), la bioconversion des déchets cellulosiques, I’industrie du papier, et des additifs,
dans I’alimentation animale, des aides digestives dans le domaine thérapeutique et plus
récemment pour la production de biocarburant (Sukumaran et al., 2005).

Figure 5: Résultat de I’activité cellulasique de la souche BS05. Aprés 7 jours (A), 10 jours
(B) et 14 jours (C) d’incubation a 30°C.
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I1.2. Dégradation des protéines

I1.2.1. Dégradation de la caséine

D’apres les résultats obtenus, on remarque que la souche BSOS testée a une croissance
modéree sur un milieu gélosé contenant 5 % de lait écrémé, ainsi 1’apparition d’une zone
claire autour des colonies témoigne de I’hydrolyse de la caséine (figure 6).

Nos résultats sont en accord avec ceux présentés par (Djaballah 2010) ou ils ont montré que
Streptomyces albidoflavus est productrice d’une enzyme protéolytique sur un milieu a base de
lait écrémé, et ceux trouvés par Gulve et Deshmukh, (2011) ou ils ont signalé que les genres
. Streptomyces, Micromonospora, Nocardia et Saccharopolyspora possédent une activité

protéolytique ; liée particuliérement a I’enzyme caséinase.

P et (2 guoe
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Figure 6: Résultat de la dégradation de la caséine par la souche BS05 apres 7 (A) et 10 jours
(B) d’incubation & 30°C.
11.2.2. Dégradation de la gélatine

Pour I’hydrolyse de la gélatine, on constate que le résultat est négatif (figure7).
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I1.3. Dégradation des lipides

D’aprés les résultats obtenus, on remarque que la souche BSO5 étudiée présente une
activité catabolitique des lipides sur le milieu Sierra additionné de tween20.  L’apparition
d’un halo opaque autour de la colonie traduit la dégradation des lipides (Figure 8), cela

montre que la souche testée posséde une lipase.

Figure 8:Résultat de I’activité lipasique de la souche BSO05aprés 7 (A) et 10 (B) jours
d’incubation a 30°C.
11.3.1. Dégradation du tween 80

Le résultat de la dégradation du tween 80 est positif, sur le milieu Sierra additionné de tween

80 ce qui se traduit par I’apparition d’un halo opaque autour de la colonie ce qui témoigne de

la dégradation du tween 80(Figure 9), cela montre que la souche testée possede une estérase.

Figure 9: Résultat de I’activité éstirasique par la souche BS05 apres 7 (A) et 10 jours (B)
d’incubation a 30°C.
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Différentes lipases ont été mises en évidence dans des espéces appartenant aux
actinobactéries il s’agit principalement de Streptomyces fradiae (Sztajer etal., 1988),

Streptomyces coelicolor(Hou., 1994).

11.3.2. Dégradation de la lécithine

D’apres les résultats obtenus, on remarque que la souche BS05 étudiée présente une
activité catabolitique de la Iécithine sur une gélose au jaune d’ceuf a 10%.
Cette activité se traduite par la présence d’un halo opaque, blanc perlé jaunatre a bord net sous
la colonie ou a sa limite (Figure 10).

O s
e—

Figure 10 : Résultat de la dégradation de la lécithine par la souche BS05 aprés 7 (A) et 10
jours(B) d’incubation a 30°C.

Sanglier, 1993 a rapporté la production d’une phospholipase C (lécithinase) chez
Streptomyces griseus.
I1.4. Teste de la catalase

Le teste de la catalase montre un résultat positif pour la souche BS05 étudiée. La présence
de la catalase est détectée par la production de bulles d’air lors d’un contacte de la culture
avec I’eau oxygénée (Figure 11). Les actinobactéries sont aérobies et ont normalement toutes

une catalase. S’il y avait eu des résultats négatifs, cela mériterait plus d’attention.
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Figurell : Résultat positif du teste de la catalase de la souche BS05.

On a constaté un changement du diametre de I’halo dans les boites a base de CMC et

amidon aprés le 10°™ jour jusqu'au 14°™ jour, le diamétre des halos augmentent

considérablement. Cela montre que ’activit¢ amylasique et cellulasique sont produites en
Oéme

quantités plus importantes apres le 10™ jour.

Ces deux activités sont plus importantes comparé aux autres activités (lIécithinase,

estérase, lipase, caseinase) ou il n’y a une faible voir aucune activité.

Nos résultats sont en accord avec les travaux de Rodrigues, (2006) pour I’étude des
activités enzymatiques de 188 souches d’actinobactéries ou il a mentionné la prédominance
de I’activité amylasique par rapport aux autres activités enzymatiques étudiées et que les

genres :Nocardia, Nocardiopsis, Streptomyces et Terrabacter étaient les plus actifs.

D’autres travaux ont montré qu’il y a eu production maximale dans un milieu
contenant du CMC a 10% chez Streptomyces drozdowiczii (Grigorevski de lima et al.,
2005).

On a constaté également une trés faible activité vis-a-vis de la caséine et absence d’activité

vis-a-vis de la gélatine.

Mais nos résultats sont loin de ceux rapportés par Gulve et Deshmukh, (2011) pour I’étude
des activités enzymatiques de 90 souches d’actinobactéries isolées a partir des sédiments
marins, ou leurs isolats ont dominé quant a la production des enzymes protéolytiques pour

’action sur le lait écrémé et la dégradation de la gélatine consécutivement.
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Conclusion et perspectives

Les enzymes réveillent une grande importance biotechnologique dans de nombreuses
industries : I’agroalimentaire, pharmaceutique, chimie industrielle, 1’écologie etc. Comme les
actinobactéries sont 1’un des producteurs majeurs des métabolites secondaires, les chercheurs

se sont orientés vers 1’étude des capacités enzymatiques de ces microorganismes.

Ce travail a ¢été réalis¢é dans le but d’étudier I’activité enzymatique de la souche

d’actinobactérie BS05 du genre Streptomyces.

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

e La caractérisation macro et micro morphologique de la souche BS05 sur les milieux
ISP4 et M2 nous a amené a assigner la souche d’actinobactérie au genre Streptomyces.

e La souche BS05 étudiée présente une activité enzymatique caractérisée par la
production de plusieurs enzymes : 1’amylase, la cellulase, la caséinase, estérases, la
Iécithinase, la catalase et des lipases.

e La souche BS05 étudiée présente une meilleure activité enzymatique vis-a-vis de
I’amidon et la cellulose, elle montre également une trés faible activité vis-a-vis de la
caséine et absence d’activité vis-a-vis de la gélatine.

En perspectives pour cette étude, il serait recommandé de :

e Chercher d’autres activités enzymatiques de la souche BS05.

e FEtudier les cinétiques de production notamment de 1’amylase et de la cellulase ainsi
que I’étude et ’optimisation des différents parametres de culture (composition du
milieu, pH, températures...) pour des utilisations industrielles.

e Etudier ces activités sur milieux solides (FMS : fermentation sur milieux solides), pour
la valorisation de déchets végétaux, agricoles, industriels. ..

e Extraire, purifier et caractériser les enzymes concernées.
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Annexes

Annexes 1

Matériel analytique

e Autoclave (PRESOCLAVE-II)

e Anse de platine

e Balance analytiqgue(KERNkg)

e Barreaux magnétiques

e Bec bunsen

e Béchers

e Boites de pétri 90 mm

e Bain Marie (Memmert)

*  Centrifugeuse (SIGMA®

e Distillateur

e Ecouvillons

e Eprouvette

e Erlenmeyers

e Etuve a 28 °C et a 37 °C (Memmert)

e Flacons

e Lame et Lamelle

e Micropipette de 100 ul avec embouts plastiques
e Microscope optique (OPTIKA B-350)

. pH metre (inolab Wiw sgries)

e Pipette Pasteur

e Pince

e Plaque chauffante agitatrice (AGIMATIC-E P SELECTERg)
e Regle graduée millimétrée

e Spatule

e Spectrophotometre

e Tube a essais

e Vortex (TopMIX FB15024 fisher Scientific)
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Annexe 2

Milieux de culture

% Milieu ISP4 (International Streptomyces Project 4)
-Modification :40g/1 d’NaCl ; PH 9.8

Agar20g

Amidon soluble 10g

NaCl 19

CaCO3 29
K2HPO4 1g

MgSO4.7H20 19
(NH4)2 SO4 19
Solution salinel Iml
Eau distillée 1000 ml
pH 7.4

s Milieu de Williams et Kuster (Williams et Kuster, 1964)

Amidon soluble 10g
Agar 209
FeSO4 0.01g
NaCl 4%
KNO3 24
K2HPO4 24
MgSO4 0.05¢9
CaCO3 0.02g
FeSO4 0.01g
Eau distilée 1000 ml

pH9
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Annexe 3
Milieux pour tests enzymatiques

% Lagelose de Gause

KNO3 109
K2HPO4 059
MgSO4 05¢
NaCl 059
FeSO4 0.01g
Amidon 2009
Agar 30.0g
Eau distillée 1000 ml
pH 7,4

« Lagélose a la cellulose
Cellulose 05¢g
NaNO3 0.1g
K2HPO4 0.1g
MgSO4 0.05¢g
Extrait de levure 0.05¢g
Agar 159
Eau distillée 1000 ml
pH 7

« Lageélose au lait écremé

Peptone 109
NaCl 059
Extrait de levure 03¢
Agar 209
Lait ecrémé 50ml

Eau distillée 1000 ml
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«* Le milieu de Sierra additionné de tween 80

Peptone 10 g
NaCl 5¢
CaC12- 1H20 0.1g
Eau distillee 1000 mi
Agar 18 ¢
Tween 80 10 ml
pH 7.4
% Le milieu de Sierra additionné de tween 20
Peptone 109
NaCl 5¢
CaC12- 1H20 0.1g
Eau distillee 1000 ml
Agar 189
Tween 20 10 ml
pH 7.4
% Milieu gélatine

Peptone 10g
Extrait de viande 49
Sodium de chlorure 2.59
Gélatine 120g

pH7

¢ La gélose au jaune d’ceuf (a 1%)

Peptone

Extrait de levure
NaCl

Agar

Jaune d’ceuf
Eau distillée

PH 7

109

5¢

109
2049
100 ml
1000 ml
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Colorants

% Lasolution de lugol

iodure de potassium 29
lode métalloide 12 19
Eau distillee 100ml
% La solution de fuchsine
Fuchsine basique 10g
Phénol 509
Ethanol 100 ml
Eau distille 1L
% Violet de Gentiane
Violet de Gentiane 19
Ethanol 10mi
Phénol 29

Eau distillée 100 ml



