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Résumé

Dans ce travail un total de 12 souche d’actinomycétes ont été choisi a partir d’une collection
d’actinomycétes isolés a partir d’un écosystéme naturelle et ont été testé pour étudier leur capacité

morphologique, physiologique, et essentiellement métabolique.

La mise en évidence des caractéres morphologiques aprés observation macroscopique qui consiste a
ensemencer par touche les différents milieux d’identification (la gamme des ISP, Bennett et

GYEA). Montrer que la majorité des isolats ont une diversité culturale.

D’apres les résultats obtenus on a pu constater que la plupart des colonies sont petites, réguliére ou
non, aplaties ou bombées, pigmentées ou sporulées et poudreuses avec une odeur terreuse.

A partir de I’¢tude physiologique de la culture a différentes températures, on estime que la majorité
de nos isolats sont des mésophiles.

Les critéres métaboliques a revéle la présence d’une forte activité enzymatique tell que la gélatinase,
coagulase, et amylase par la dégradation de différents molécules

Aprés differents tests réalisés nous avons pu distinguer une biodiversité morphologique,
physiologique, et métabolique remarquable.

Mots clés :

Actinomycetes — biodiversité métabolique — biodiversité morphologique —






Abstract
In this work a total of 12 actinoycte strains were selected from a collection of actinomycetes
their morphological, physiological, and essentially isolated from a natural ecosystem and tested for
metabolic capacity.
The morphological character of the isolates after macroscopic obsevation, which consists in sowing
by touch the different identification media (the range of ISP, Bennett and GYEA), showed that the
majority of the isolates have a cultural diversity.
From the results obtained, it has been observed that most colonies are small, regular or not,
.flattened or bulging, pigmented or sporulated and powdery with an earthy smell
Based on the physiological study of culture at different temperatures, it is estimated that the
majority of our isolates are mesophiles.
Metabolic criteria revealed the presence of strong enzyme activity tell that gelatinase, coagulase,
and amylase by the degradation of different molecules
After various tests we were able to distinguish a biodiversity remarkable morphological,
physiological, and metabolic.

Keywords: Actinomycetes - metabolic biodiversity - morphological biodiversity-
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Introduction

Les actinomycétes sont des bactéries filamenteuses & coloration de Gram positif, avec une teneur
élevée en G + C (69 a 78%) dans I'ADN présentant un cycle de développement trées différencié que
subissent des différentiations morphologiques durant leur cycle de vie (Prescott & Harley, 2003).
En réponse a des conditions défavorables, telle que le déficit en nutriments et en eau, Leur nombre
dans la microflore tellurique dépend de la nature de la matiere organique, la profondeur, le pH,
I’humidité et ’aération (Larpent et Sanglier, 1989).

Les actinomycetes sporulent, ¢’est que lorsque les conditions redeviennent favorables les spores
peuvent germer et former des nouveaux mycéliums végétatif. Cette propriété joue un réle important
dans leur large distribution dans la nature (Djaballah, 2010).

Ils sont adaptés a divers milieux écologiques, ainsi, ils peuvent étre dans les sols, les eaux douces
ou salines et dans l'air. Toutefois, ils se trouvent abondamment dans le sol comme le réservoir
principal que les autres milieux, specialement dans les sols alcalins et les sols riches en matiere
organique ou ils constituent une part importante de la population microbienne. Ainsi ils jouent un
réle important dans la décomposition de la matiere organique, ce qui rend le sol fertile et par

conséquent I’amélioration des récoltes. (Baldacci,1962).

Les actinomycetes, une famille de bactéries s’est particulierement illustrée par la richesse de son
métabolisme et la diversité des métabolites produits (Overbye et Barret, 2005). Généralement, ils
sont capables de métaboliser plusieurs et différents composés y compris les polysaccharides, les
alcools, les acides aminés et les composés aromatiques par la production des enzymes extracellulaire
(Kitouni, 2003). Leur aptitude de dégrader les pesticides et les herbicides et les hydrocarbures avait
également été signalée, cette diversité métabolique est due a leur génome excrément large qui a une
centaine de facteur de transcription qui contrdle I'expression des génes qui leur permettent de

répondre & leur besoin (Boucheffa,2011).

L’objectif principal de notre travail consiste a étudier les critéres physiologiques et métaboliques
de 12 isolats d’actinomycetes.

Pour répondre a cette problématique nous avons réalisé un travail de recherche portant sur cette
thématique.

Cette étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie, (Département de biologie,
faculté des sciences de la nature et de la vie, Universités de Tébessa)
Afin d’atteindre notre objectif, la démarche expérimentale consiste a :

= FEtudier les caractéres phénotypiques des isolats d’actinomycétes en particulier lescaractéres

macromorphologiques



Etudier les caractéres physiologiques qui consistent & tester notre isolat & différentes
températures, différents degrés de PH, et différents concentration en chlorure desodium.
Etudier les caractéres métaboliques par la mise en évidence de la production de différents

enzymes.
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Chapitre | Généralité sur les actinomycétes

I. Généralité sur les actinomycétes
1. Définition

Les actinomycetes sont des procaryotes a Gram positif (Williams et al. 1993 ; Sanglier et
Trujillo, 1997) a GC% supérieur a 55 % (Goodfellow, 1983). La plupart sont saprophytes et
aerobies. Les actinomycetes sont généralement chimioorganotrophes, utilisant une grande variété de
source d’énergie y compris les polyméres complexes, d’autres espeéces sont chimioautotrophes
(Mariat et Sebald, 1990 ; Ensign et al. 1993). Leur paroi cellulaire, ne reforment ni chitine ni
cellulose mais une glycoprotéine contenant de la lysine (formes fermentatives) ou de l’acide
diaminopemilique (forme oxydatives) et leur cytologie est celle des bactéries (Lechevalier et
Lechevalier ,1985 ; Mariat et Sebald ,1990).

Ils forment généralement des hyphes ramifies et des spores asexuées pouvant survivre
pendant de longues périodes sous des conditions hostiles (Panchanathan et al. 2013). Leur temps
de génération moyen est d’environ 2 a 3 heures (Larpent et Sanglier, 1989). lIs sont generalement
mésophiles, préférent un pH neutre ou peu alcalin. Certaines espéces sont thermophiles tolérant des

températures avoisinant 50°C et peuvent aller jusqu'a 60°C (Omura, 1992).

Les actinomycetes sont les microorganismes les plus largement distribués dans la nature
(Narayana et al., 2008). C’est un groupe microbien qui manifeste une diversité considérable a
mode de sporulation complexe, mais également grace a leur capacité de produire un large éventail

de métabolites secondaires (Bouix, 1993).

2. Taxonomie et classification

Les actinomycetes sont rattachés au phylum des Actinobacteria, a la classe des Actinobacteria, a
la sous classe des Actinobacteridae et a ’ordre des Actinomycetales créé par Buchanan en 1917
(Bergey’s manual., 2007).Le phylum Actinobacteria tel qu’il figure dans le Bergey’s manual
(2007) renferme une seule classe : Actinobacteria, cette classe est subdivisée en 5 sous classe, 6
ordres, 13 sous ordre (dont 9 appartiennent a 1’ordre des actinomycétales), 41 familles, 193 genres
et pres de 1711 especes. Tous les membres de cet ordre sont caractérisés par leur grande teneur en
G+C%, allant de 51% chez certaines corynebactéries, a plus de 70% chez les genres Streptomyces
et Frankia, (Ventura et al. 2007) et présentent une grande différenciation quand au développement

de leur cycle devie.




Chapitre | Généralité sur les actinomycétes

Tableau 01: Classification des actinomycétes selon le “Bergey’s Manuel de Systématique

Bactériologique, (2012).

Domaine Bactéria

Phylum Actinobacteria

Classe Nitriliruptoria | Acidimicrobiia Actinobacteria Rubrobacteria | Coriobacteria TheLrir:ioa:eop

- Actinomycetales
Ordre - Streptomycetales plus les 13
Ordres
Famille Actinomycetaceae Streptomycetaceae
Genre -Actinomyces plus les 6 autres genres Streptomyeces plus les 2 autres genres.

3. Morphologie et caractéristique culturaux

Les actinomycetes possédent une structure filamenteuse avec un diamétre des filaments allant de
0.5 a 2um, ces filaments sont ramifiés en mycelium et présentent des septums (Lamari., 2006). En
plus des filaments ramifiés, des bacilles et aussi des coccobacilles comme Rhodococcus et
Mycobactérium (Messoudi., 2013). Le mycélium permanent peut étre organisé en mycélium
vegétatif (appelé aussi mycélium de substrat ou mycelium de base) et/ou en mycélium aérien.
Morphologiquement, les actinomycetes peuvent étre classés en deux groupes. Le premier se
compose d'organismes qui ne présentent pas de caractéristiques morphologiques particulieres et
forme seulement une masse de filaments ramifié. Le second comprend les organismes qui sont
morphologiquement plus complexes que le premier (Lechevalier et lechevalier 1985). Les
différents genres d’actinomycétes peuvent sporuler soit en morcelant certains hyphes pour former
des conidies qui liberent des spores de formes variées, soit en produisant des endospores
(Thermoactinomyces). D’autres genres d’actinomycétes sporulent en produisant des sporanges
qui peuvent contenir des spores mobiles a I’aide de flagelles (Actinoplanes) ou des spores

immobiles (Streptosporangium) (kalakoutskii et Agre ,1976). (Figure n°2 et3).
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Figure 1 : Les caractéristiques morphologiques des spores (Miyadoh et al., 1997).
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Forme générale des spores: (A) globuleux, (B) ovoide, (C) doliform, (D) en forme de béatonnet,
(E)allantoide, (F) réniforme. Type d'autoflagellation: (G) monotrichousmonopolaire, (H)
péritriches, (1) polytri-chous, (J) monoploarpolytrichous (= lophotrichous), (K) polytrichous
subpolaire,(L)polytrichouslatérale.Ornementationdesurface:(M)lisse,(N)rugoseirréguliére,

(O) rugose parallele (P) warty, (Q) verruqueuse, (S) aiguillat, (T), poilue.
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Figure 2: differents types de la production de spores dans les sporanges chez les
Actinomycetes (spores endogénes) (Errakhi 2008).

La croissance des colonies des Actinomyceétes est variable en fonction de la composition des
milieux de culture. La forme, la taille et la texture de la colonie sont des criteres qui aident a
différencier les genres. Sur un substrat solide comme la gélose le réseau ramifié d’hyphe formé par
les actinomycetes se développe a la fois a la surface du substrat et a I’intéricur de ce dernier pour
former un mycélium végétatif (Prescott et al. 2003) ou mycélium primaire mycélium de substrat ou
mycélium intra-matriciel, c'est un ensemble de filaments multi-nucléaires formés a partir du tube
germinal (hyphe) issue d’une spore.

Son développement, sur la surface et a l'intérieur du milieu solide, donne naissance a des jeunes
colonies, formées par des filaments attachés en matrice complexe. Cet hyphe s'allonge par
croissance apicale et se ramifie a maintes reprises (Mighélez et al., 2000). Sur un mycélium
primaire se développe un mycélium secondaire aérien, ces hyphes aériens sont plus épais et
beaucoup moins ramifiés que les hyphes du substrat.

Elles sont généralement pigmentées et enfermées dans une enveloppe externe hydrophobe
(Djaballah,2010).

La croissance sur un milieu liquide nécessite une aération du milieu par agitation et ou/par
I’injection d’air ou oxygéné. Le streptomyces exposés a ces conditions, peuvent croitre par
élongation des filaments et présenter par la suite trois types de morphologie soit : se forme de
pelote, ou bien sous forme de mycélium libre ou encore par enchevétrement du mycélium
(Djaballah,2010).
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4. Ecologie et distribution dans la nature

Les actinomycétes sont des microorganismes ubiquitaires, que I’on rencontre sur presque tous les
substrats naturels. Leur nombre dépend de nombreux facteurs : I’abondance de la matiere
organique, la profondeur, le pH, I’aération et I’humidité (Loucif, 2011). La grande capacité
d'adaptation des actinomycetes aux différentes conditions environnementales ainsi que leur grande
variabilité métabolique leur permet d'étre répandus dans presque tous les écosystémes avec,
toutefois, une certaine préférence pour le sol qui demeure le réservoir le plus riche (Lechavalier,
1981 ; Goodfellow et Williams, 1983). Dans les sols sahariens, les actinomycetes constituent 15 a
60 % et parfois méme jusqu’a 85 % de la microflore totale. Ce pourcentage augmente jusqu’a 91%
dans les horizons situés entre 1 a 2 m de profondeur avec une prédominance des Streptomyces et
parfois méme des Actinomadura, des Micromonospora et des Nocacardioides (Sabaou et al.,
1998).

4.1 Sols
Les actinomycetes sont largement répandus dans tous les sols a I’exception des sites exposé€s a
des conditions trop extrémes. La fréquence des divers genres d’actinomycetes les communs dans le
sol sont présentés dans le tableau 1 ci-dessous. Ils sont surtout présents dans la couche comprise
entre la surface du sol et jusqu’a 2m de profondeur c'est-a-dire dans la rhizosphere. La couche
superficielle contient au moins 80% de bactéries actinomyceétales par rapport au nombre total de
microorganismes (Waksman 1963).

Tableau 02 : Fréquence des divers genres d’actinomycétes dans le sol

Genres Pourcentage (%)
Streptomyces 95,34
Nocardia 1,98
Micromonospora 1,40
Thermomonospora 0,22
Actinoplanes 0,20
Microbispora 0,18
Mycaobacterium 0,14
Streptosporagium 0,10
Actinomadura 0,10

La couche située a une profondeur de 80 cm n’en contient plus que 16 a 40 % cela est confirmée

par lwai et Takashi1992. lIs produisent des substances spécifiques telles que la géosmine et
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le 2-méthyle Les actinomycétes sont largement répandus dans tous les sols a 1’exception des
sites exposés a isobornéol qui sont responsable de I’odeur d’humus caractéristique des sols (Omura
1992, Zaitlin et all 2003, bololona2010).
4.2 Eaux douces et marines
Les Actinomycétes sont bien représentés dans ces milieux d’ou I’on peut facilement isoler des
souches de Micromonospora sp, d’Actinoplanes sp et de Streptosporangium sp. C’est
essentiellement dans les sédiments. lls sont absents dans les eaux minieres tres acides (pH<1) et des
sources thermales trés chaudes d’origine volcanique (Xu et al., 1996, Hwang et al.,2001).
4.3 L’Air
L’air constitue pour les actinomycétes, non pas un habitat, mais un moyen de transport
(Ouhdouch.,1989). La dissémination des actinomycetes dans I’air est principalement liée a la
quantité de poussiére dans laquelle les spores et les fragments du mycélium s'accrochent (Arvind et
al., 2003).

5.1solement et Identification d’actinomycetes
5.1 Isolement

Les méthodes sélectives d’isolement de ces microorganismes sont trés importantes afin d’étudier
leur écologie et la sélection des souches d’importance industrielle. Elles impliquent I’utilisation des
milieux de culture sélectifs, surtout ceux additionnés d’antibiotiques. Les prétraitements sont
indispensables en vue de favoriser I’isolement de certaines souches actinomycetales et d’empécher
la croissance des microorganismes indésirables (Hayakawa., 2008).

5. 2 ldentification

L’identification des genres est facilitée par les études morphologiques et chimiques tandis que
les critéres physiologiques et moléculaires séparent les espéces (Badji., 2006).

5.2.1Critéres morphologiques

Les caracteres morphologiques ont trait aux caractéristiques culturales et micromorphologiques.
Les criteres morphologiques sont énoncés dans les « Bergey’s Manual » de 1989 et 1994

(Boudjella., 2007).

5.2.1.1Caracteres culturaux ou macromorphologiques
D’apres (Nouredine, 2006 et Boudjella, 2007), les caractéres culturaux contribuent parfois dans
la différenciation des genres d’actinomycetes entre eux.
Parmi les caractéres culturaux importants :
4 La production d’un mycélium aérien (MA) (cas de nombreux genres) ou non

(Ex : Actinoplanes, Micromonospora et Rhodococcus).
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<La présence ou non de mycélium du substrat(MS).
<La couleur du MA et du MS. La couleur exacte peut étre définie & I’aide d’une chartede
couleur.

<La production et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu deculture.

5.2.1.2Caracteres micromorphologiques

(a) Micromonospora sp (b)Saccharomonospora sp. (c) Streptomycesviolaceusniger

Figure 3 : Photographies au microscope électronique d’isolats d’actinomycétes non mobiles

monosporulés (Hayakawa et al., 2004 et Hayakawa, 2008).

Les critéres micromorphologiques importants selon (Nouredine ,2006 et Boudjella, 2007).
<La fragmentation on non duMS.
<La formation de spores exogénes sur le MA et/ou sur la MS, leur forme, leur taille et leur
agencement (isolées, enchaines).
«La présence ou non de sporophores, la surface des spores (lisse, rugueuse, épineuse ou
chevelue).
<La présence ou non de sporanges sur le MA ou sur le MS, la forme et la taille des

sporanges,

Le nombre de spores par sporange ainsi que la longueur des sporangiophores ;
4La présence de spores mobiles (ex : Planomonospora, Planobispora, Spirillospora,
Actinoplanes) ou non mobiles (ex : Streptomyces, Streptosporangium, Micromonospora,
ainsi que de nombreux autres genres...).
4La formation d’endospores (Thermoactinomyces) ou de structures spéciales telles que les

Synnemata (Actinosynnema), les sclérotes, etc...
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& &1

(c) Microtetraspora sp

g

(d) Nonomuraea sp (e) Pseudonocardia sp

Figure 4 : Photographies au microscope ¢lectronique d’isolats d’actinomycétes non mobiles dotés

d’oligospores (Hayakawa, 2008).

Streptosporangium sp

Figure 5 : Photographies au microscope électronique d’un isolat d’actinomycéte non mobile a
Sporanges (Ara et Kudo, 2007).
5.3Critéres chimiotaxonomiques
La composition de la paroi cellulaire en acides aminés, glucides et lipides constituent le principal
caractére utilisé en chimiotaxonomie. Les deux acides aminés pariétaux taxonomigquement
importants sont ’acide diaminopimelique (DAP), et la glycine qui peut étre présente ou absente

(Lechevalier et Lechevalier, 1970). Le DAP peut étre parfois remplacé Par la lysine, 1’ornithine et
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I’acide diaminobutirique (DAB) (Becker et al., 1965). Les sucres ayant une importance
taxonomique sont principalement les couples « arabinose-galactose », « xylose-arabinose»
« rhamnose-galactose », ou encore le madurose. (Lechevalier et Gerber,1970).

Les lipides cellulaires tels que les acides mycoliques pariétaux qui peuvent étre présents ou
absents, les phospholipides ainsi que les ménaquinones membranaires sont aussi importants pour
I’identification des actinomycétes (Lechevalier et al., 1977). La détermination des genres
d’actinomycétes est ainsi basée sur les criteres morphologiques et chimiques. En effet (Becker et
al., (1965) et Lechevalier et Lechevalier (1970) divisérent les actinomycétes en huit chimiotypes
sur la base de I’analyse des acides aminés pariétaux et des sucres cellulaires.

Tableau 03 : Chimiotypes rencontrés chez les actinomyceétes (Becker et al. 1965).

DAP Gly | Lys | Orn | DAB Sucres
Chimiotype Ara | Xyl Rha
" B +Gal +A):‘a +Gal Mad

IC + - + - - - - - - -
11D - + + - - - - + - -
1B - + - - - - - - - +
1][e - + - - - - - - - -
1 E - + - - - - - - + -
IV A - - - - - - + - - -
v - - - + + - - - - -
VI - - + + - - - - - -
VII - - - % - + - - - -

Note : I, II, II1, ..., VIII : définis par (Becker et al.,1965) et (Lechevalier et Lechevalier ;1970) en
se basant sur la forme LL ou DL de I’acide diaminopimélique (DAP), la présence ou non de glycine
(Gly.), de lysine (Lys.), de ’ornithine (Orn.) ou de I’acide diaminobutyrique (DAB). A, B, C, D et
E : définis par (Lechevalier et Lechevalier ;1970) en se basant sur les sucres taxonomiguement
importants : I’arabinose (Ara.), le galactose (Gal.), le xylose (Xyl.), le madurose (Mad.) et le
rhamnose (Rha.). + : présent. - : absent. V : variable suivant les espéces d’un mémegenre.
Critére physiologie
En plus des caracteres morphologiques, la détermination des especes se base également sur
les caracteres physiologiques. Ceux-ci consistent en des tests de dégradation de différentscomposés

glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes, etc. D’autres tests interviennentparfois
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dans la détermination des especes, comme la résistance a certains agents antimicrobiens et la
tolérance a des conditions extrémes (température, pH, salinité, etc).
5.4Criteres moléculaires
Un outil de choix pour I’identification des actinomycétes est I’analyse moléculaire (des acides
nucléiques). Le %GC donne une indication sur la famille, tandis que le séquengage de ’ADNr 16S
permet de différencier nettement les genres (Pridham et Gottlieb., 1948). Les séquences de
I’ADNr 16S ont servi a tracer toute la phylogénie des actinomycétes (Stackebrandt, 1997;
Ventura, 2007; Zhi., 2009). Ainsi que I’hybridation ADN-ADN, (Wayne et al., 1987) Ces
analyses moléculaires reposent sur une réaction de polymérase en chaine (PCR), utilisant soit des
amorces universelles bactéries, soit des amorces spécifiques des actinobacteria (Farris et
Olson,2007 ; Schafer et al.,2010).
Il. Caractere physiologique
1. Physiologie
Au niveau du sol, les actinomycetes représentent 1’'une des principales communautés
microbiennes. Leur présence est significativement influencée par les conditions environnantes
I’humidité, la température, le pH, la salinité, le type de sol, la profondeur dans le sol, les faibles taux
d’humidité, la nature et ’abondance de matiére organiques et la végétation de sol (Sykes et
Skinner,1973 ; Basilio,2003).
-Le taux d’humidité
En générale, les actinomycetes ont éte isolés dans des soles contenant des taux faibles jusqu'a
modérés d’humidité, ce qui suggere qu’ils ne sont pas beaucoup influencer par les conditions semi
arides (Oskay et al ,2004 ; Prescott et al., 2017).
-Oxygeéne
On peut deviser les actinomycetes selon leurs types respiratoires en deux groupes :
+Les formes fermentatives anaérobies strictes ou facultatives, représentées par le genre type
actinomyces, qui sont des commensales obligatoires des cavités naturelles de I’homme et
des animaux supérieurs (Le Minor, 1989). lIs font partie de la flore de veillons (Avril et al.,
1992).

& Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la nature
en particulier sur le sol (Avril et al. 1992).
-La température
Les actinomycétes sont des microorganismes mésophiles. La température optimale de croissance
est entre 25 a 30 C°. Cependant, il existe des especes thermophiles, principalement dans le genre

Thermoactinomyces dont la température optimale est entre 50 et 60°C. (Rangaswami et al., 2004).
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Ces organismes avaient été distingués de leurs homologues thermophiles appartenant au genre
Thermomonospora grace a leurs spores qui résistent a une température de 90°C pendant 30 minutes
et par la résistance a la novobiocine (25 pg/ml). Le genre Streptomyces comporte aussi des especes
thermophiles comme Streptomyces thermocoprophilus (Kim et al., 2000) et méme psychrophiles
(Holt et al., 1994).
-Le pH

La plupart des actinomycetes se comportent comme des bactéries neutrophiles, et font une
croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 7et8, mais en peut observer une
croissance a des valeurs de pH inférieur a 4 (Mckinney,2004), telle est le cas pour les souches
acidophiles tel que :la Streptacidiphilus jiangxiensis (Huang et al.,2004) et Streptacidiphilus
oryzae (Wang etal.,2006).
-Matiére organique

Ont 1986, Hinise a montré que le nombre des actinomycetes est corrélé positivement avec le
taux de matiere organique et que de large population d’actinomycetes coincidaient avec des taux
relativement élevé de matiere organique quelque soit la salinité de sol (Lee et Hwang.,2002).
-Tolérance en NacCl

Selon leurs exigences en NaCl, les microorganismes sont divisés en deux groupes :

= Les halophiles

Ont besoin de sel (Na Cl) pour leurs croissances, cette concentration peut varier de 1-6 %
(Poids/Volume) pour les faiblement halophiles, jusque 15-30 % pour les bactéries halophiles

extrémes.

= Les halotolérants

Acceptent des concentrations modérées de sels mais non obligatoires pour leurs croissances. On
distingue, les légérement tolérants (tolére de 6 a 8 % de NaCl (Poids/Volume) ; les modérément
tolérants (tolére de 18 a 20 % de NaCl (P/V) ; et les extrémement tolérants (se développe de 0 %
jusqu'a saturation en NaCl) (Messaoudi., 2012).

Le tableau ci-dessous résume les différents groupes d’organismes halophiles selon la classification
adoptée par Kushner, (1987).

2. Caractéristiques physiologiques des actinomycetes halophiles

Les actinomyceétes sont traditionnellement considérés comme des organismes qui ne sont
Pas trés résistants a I’influence des facteurs environnementaux. Toutefois, d’apres I’étude menée
par (Zvyagintsev et al .,2007), il a été déterminé que les caractéristiques spécifiques des complexes

actinomycetalesdessolssalinsestlaprédominancedesStreptomyceshalophiles,acidophiles
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ethaloalcalophiles, se développant bien a des valeurs de pH de 8-9 et a des concentrations de NaCl

de 5% (Zvyagintsev et al., 2007).

Les actinomycetes se développant a des concentrations modérées en NaCl et isolés a partir de sols
salins comptent parmi les bactéries hétérotrophes qui synthétisent des substances compatibles
osmorégulatrices (Zvyagintsev et al., 2007). En effet, L’espéce Actinopolyspora halophila
synthétise des concentrations importantes de betaine, dont la concentration la plus remarquable a été
obtenue en présence de 24% de NaCl, qui représentait 33% du poids sec de la cellule (Nyyssola et
Leisola, 2001).

Parmi les actinomyceétes halophiles décrites : Nocardiopsis halophila, Nocardiopsis
Halotolerans, N. kunsanensis, N. tropica, N. trehalosi, N dassonvillei ssp albirubida
Streptomonospora salina, Prauserella halophila, P. alba et Actinopolyspora halophila, elles sont
capables de se développer sur un milieu contenant 10-20 et méme plus 15-25% de NaCl
(Zvyagintsev et al., 2007). Dans les sols salés a tres salés, la densité des actinomycétes halophiles
et halotolérants est de 1’ordre de 103 2105 UFC/gss (Badji,2006).

Tableau 04 : Types de microorganismes halophiles (par Kushner, 1987) (Tang et al. 2003).

Microorganismes Concentration optimale en NaCl
Non halophiles < 0,2 mol/L
Faiblement halophiles 0,2 - 0,5 mol/L
Halophiles modérés 0,5-2,5mol/L
Halophiles extrémes 2,5-5,2 mol/L
Halotolérants Echelle de tolérance 0,2 - 2,5 mol/L

= Activité de ’eau(Aw)

La germination des spores de la plupart des actinomycetes, peut-étre observée a des valeurs
d’activité d’eaux supérieures ou égales a 0.67, I’activité d’eau optimale pour la croissance et le
développement des actinomycétes est égal a 0,98 (Zvyagintsev et al., 2005). En général, les
actinomycétes ont été isolés dans des sols contenant des taux faibles jusqu'a modérés d’humidité, ce
qui suggere qu’ils ne sont pas beaucoup influencés par les conditions semi-arides (Oskay et al.,
2004 ; Prescott et al., 2007).

11
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La majorité des nutriments présents dans I’environnement sont sous forme de polymeére, 1’hydrolyse
de ces polymeres est une étape importante I’approvisionnement des métabolismes microbiens.
C’est grace a leur diversité métabolique, c’est t a dire a leur capacité a utilisé une large gamme de
source de carbone et d’énergie, et a croitre dans des conditions trés variées que les actinomycetes
peuvent vivre dans des habitats tres différents d’ailleurs, grace a cette diversité métabolique, les
actinomycétes jouent un role extrémement important dans la minéralisation de la matiére organiques
par production d’enzyme extracellulaire, ce qui améliore les récoltes par la fertilisation des sols.
Ainsi, il a été prouvé que les actinomycétes dégradent de maniére intensive la chitine (Deux,
Boer et al. 1998). Qui rentre dans la constitution de la paroi des moisissures et la carapace des
arthropodes.
En outre, certain dégradent activement les pesticides tel que certaines souches du genre
Streptomyces qui sont capable de croitre sur milieu contenant 5-50 pg/l d’Aldrin, de chlore d’une
ou de line dane (organochlorine) (Benimeli et al., 2003).

1- Le métabolisme des actinomycetes

En général, les actinomycetes sont des bactéries chimioorganotrophes utilisant une Grande
variété de sources de carbone et dénergie, y compris les biopolymeres complexes (Chitine,
cellulose, lignine). Mais, plusieurs espéces sont capables aussi d’une croissance chimio-autotrophe
utilisant 1’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz carbonique comme source de
carbone (Mariat et Sebald,1990).

Les métabolismes des actinomycétes peuvent étre divisés en deux parties : le métabolisme
Primaire et le métabolisme secondaire (Strub, 2008). Leurs propriétés sont différentes en fonction
de la phase au cours de laquelle ils sont synthétisés (Delaunay et al,. 2003).

1.1 Le métabolisme primaire

Le métabolisme primaire des actinomycetes est semblable a celui des autres organismes.

Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et permettent

Le fonctionnement du métabolisme général (Theilleux, 1993).

12
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1.2 Le métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire se différencie du métabolisme primaire par le fait qu'il Concerne des
meétabolites non directement impliqués dans la croissance et la vie de I’organisme (Theilleux,
1993).

De maniére générale, le métabolisme secondaire est considéré comme 1’ensemble des voies de
synthése de composés qui n’ont ensuite pas des fonctions apparentes dans le métabolisme cellulaire
(Colombie, 2005).

Le métabolisme secondaire des actinomycetes est affecté par la nature et les taux des sources de
carbone et d’azote ainsi que par la disponibilité du phosphore (Ou et al. 2008 ; Tarkka et Hampp,
2008) et de molécules diffusibles telles que le y-butyrolactone (Nedal, 2007). La biosynthése des
métabolites secondaires est régulée par divers mécanismes dont la répression par les sources
nutritionnelles, I’induction, et I’inhibition d’enzymes des voies de biosynthese par le métabolite
final (Theilleux, 1993). Outre la production d’antibiotiques, les actinomyceétes produisent un large

éventail de molécules a activités variées (Figure2).

s pharmacologiquement
ologiquement actifs

Antibiotiques

Régulateu @

croissance dé
plantes

Figure 6: Métabolites secondaires bioactifs produits par les actinomycétes (Conn, 2005).
1.2.1 Substances bioactives produites par les actinomyceétes
Les actinomyceétes représentent une grande proportion de la biomasse microbienne du sol. lls
ont la capacité de produire une large variété de molécules bioactives de haute valeur commerciales
entre autres des antibiotiques et des enzymes extracellulaires et sont recherchées de fagons

routinieres dans le but de découvrir de nouvelles substances bioactives (Vijayakumar et al,.2007).
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1.2.1. 1. Les antibiotiques

Les Actinomycétes ont la capacité de synthétiser de tres nombreux métabolites bioactifs parmi
lesquels on compte les antibiotiques (Oskay et al., 2004), ces propriétés traduisent la richesse du
métabolisme cellulaire de ce groupe microbien. Les Antibiotiques qui sont produits par les
Actinomycetes manifestent des activités biologiques de nature principalement antibactérienne,
antifongique, anticancéreuse, antivirale ou antiparasitaire (Gebreselema, 2013 ; leveau et Bouix,
1993 ; Oskay et al., 2004).

Les antibiotiques présentent un intérét significatif dans le domaine de la santé humaine,
Animale, de I'élevage et de I'agriculture (Leveau et Bouix,1993)
1.2.1.2Les enzymes et les activités de biodégradation

Les actinomycétes peuvent jouer un réle important dans le processus de biodégradation durant le
traitement biologique. Ils sont aussi capables de dégrader ou de recycler certaines toxines produites
par des champignons toxinogenes et réduire aussi leur teneur dans les produits finaux en agro-
alimentaire (Holzapfel et al., 2002). lls ont I’avantage sur les autres microorganismes d’adhérer aux
interfaces non miscibles a I’eau en raison de 1’hydrophobicité de leur paroi cellulaire et sont
capables de dégrader des hydrocarbures chlorés ainsi que des composes organiques complexes (El-
Shatoury et al., 2004).Essentiellement, ils synthétisent de nombreux enzymes telles que les
chitinases, les glucanases (Tokala et al., 2002), les peroxydases et les glutaminases, ainsi que
d’autres espéces qui ont la capacité de produire; des amylases, des cellulases et des hémicellulases
et de degrader la lignine. (Divya et al., 2014), certain genre comme les Streptosporangium sp est
isolé a partir des feuilles de mais produit des glucoamylases exploitées en industrie afin de dégrader
I’amidon (Hasegawa et al.,2006).

Les lipases sont aussi produites par certaines souches actinomycetales, ces enzymes hydrolysent
des triglycérides en diglycérides, en monoglycérides, en glycérol et en acides gras (Sommer et al.,
1997).

D’autres espéces telles que Streptomyces albovinaceus, Streptomyces. Caviscabies, Streptomyces
griseus, Streptomyces setonii et. Streptomyces virginiae produisent des enzymes chinolytiques
(chitinases et cellulases), ces derniers sont considérés comme 1’action antagoniste la plus efficace
dans le contrdle de certaines maladies fongiques en raison de leur action directe sur les chitinases.
(Macagnan et al., 2008).
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Tableau 05 : Les enzymes commercialement pertinent produit par les actinomycétes (Divya

prakash et al. ;2013).

enzyme Utilisation Industrie du ’application
-Détergents )
o Détergents
-Fabrication de fromage ]
- o Aliments
) -Clarification-biére a faible teneur en
Protéase ) Brasage
calories :
. Cuir
-Découper s
) ) Meéedecin
-Traitement du caillot de sang
-L’élimination destaches Détergents
Cellulase -Adoucissement ducoton Textile
-Boisson , modification des fibres Papier et pate a papier
-L’élimination des taches stabilité de la pate | Détergent
) et de conditionnement Arome de formage, Cuisson
Lipases o -
Diminue, Nettoyer Laitier
Textiles
) -Clarification Boisson
Pectinase ) _
-Reécurage Textile
-Production de sureau de glucose et fructose | Industrie de ’amidon
Amylase

-Enlévement des taches

Détergent

Les protéases sont parmi les enzymes les plus importantes, elles constituent plus de 65% des

applications industrielles totales comme agents blanchisseurs dans les détergents ou dans la

synthese des peptides. (Thumar et Singh,2007).

1.2.1.3Activité antioxydante

Un antioxydant est toute substance capable d’inhiber ou retarder I’oxydation d’un substrat tout

en étant présente a une faible concentration par rapport a la concentration du substrat oxydable
(Rauha et al, .2001 ; Sarma et al.,2010).

Il existe deux catégories d’antioxydants :

Les séquestrants de métaux et les phagocytes de radical libre. Les séquestrants de métaux

précipitent un métal ou suppriment sa réactivité en occupant tous les sites de coordination; les
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phagocytes de radical libre comprennent I’hydroxytoluéne butylé (BHT), L’hydroxyanisole butylé
(BHA), les tocophérols (vitamine E) et I’acide ascorbique (Amadou.,2005).
1.2.1.4Les vitamines

Les actinomycetes sont pratiquement absents de ce domaine mais on peut mentionner a titre
historique la production de vitamine B 12 par S. olivaceus remplace depuis longtemps par des autres
bactéries bien plus productrices. (Leveau et Bouix, 1993).

La vitamine B12 telle qu’elle existe dans la nature peut étre produite par des bactéries ou des
actinobactéries. L’isolement de la vitamine B12 a partir des fermentations d’actinobactéries a
suscité un intérét considérable pour la production possible de vitamines par des fermentation
microbiennes (Rickes et al,. 1948 ; Lichtman et al,.1949).

L’addition des sels de cobalt aux milieux semble €tre un précurseur pour toute les actinobactéries
pour produire de la vitamine. Comme le cobalt est un agent bactéricide assez efficace, ce précurseur
doit étre ajouté avec précaution. Il a été également démontré que les actinobactéries produisaient
d’autres vitamines hydrosolubles, telles que, la thiamine et le dérivé d’acide pétrole glutamique qui
favorise la croissance de certaines souches de Leuconostoc citrovorum et de la coenzyme A
(Anandan, 2016).

1.2.1.5La production de siderophore

Le fer est considéré comme le micro-elément le plus important utilise par les bactéries, il joue
également le role de cofacteur de nombreuses enzymes et protéines (Djibaoui et Bensoltane.,
2005).

Dans des conditions aérobies a pH neutre ou alcalin, cet élément est retrouvé dans la nature sous
des formes insolubles dont elles ne peuvent pas étre assimilées par les plantes et les bactéries. Ces
derniéres ont développé de nombreux systémes de chélation de fer a partir de I’environnement qui
utilisent le plus souvent les siderophores ayant 1’affinité la plus élevée pour le fer. Les siderophores
sont des molécules de faible poids moléculaire secrétées par de nombreux champignons et bactéries
en réponse a la carence en fer (Pérez-Mirinda et al., 2007). lls solubilisent et transportent le fer
vers la cellule microbienne a travers des récepteurs spécifiques (Cabrera et al., 2001; Sridevi et
al., 2008). Les streptomyceétes du sol sont capables de produire les siderophores (Muller et al.,
1984). Streptomyces fulvissimus ATCC 27431 en accumule a un taux avoisinant a 94% (Bendale et
al.,2009).
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I-Matériels utilisée

I- 1Matériels non-biologique

I-1-1-Grands matériels

Microscope

Loupe Binoculaire
Etuve

Plaque chauffantes.
Autoclave

Balance

Bain marie
Agitateur

pH métre

Refrigérateur

I-1-2-Petits matériels

Anse de platine
Barreaux magnétique

Bec bunsen

Boites de Pétri (grands et minies boites).

Portoirs

Entonnoir

Film photographique
Lames

Micropipette

Papier wattman
Pissette

Pipettes Pasteur
Cure dents

Spatule

Verreries: béchers gradués, éprouvettes graduées, tubes a essai stériles, les flacons, et les earlens
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I-2-Matériels biologiques

> Les actinomyceétes

Les 12 isolats d’actinomycétes étudiés ont €té fournis par notre encadreur Mme Benhadj M. chacune

avait un code selon le tableau suivant :

Tableau 6 : les codes des souches d’actinomyceétes

N° de la Souche Code
Souche 1 Act370
Souche 2 Act97
Souche 3 Act158
Souche 4 Act257
Souche 5 Act359
Souche 6 Act316
Souche 7 Act130
Souche 8 Actl70
Souche9 Act292
Souchel0 Act406
Souche 11 ACT299
Souche 12 ACT368

I-3-Les milieux de cultures

NB (la composition de chaque milieu est présentée dans 1’annexe).

La gamme des ISP (1, 2, 3, 4, 5, 6 et7)
Bouillon nitrate ISP8

ISPOliquide

Gélose nutritif

Milieu a base de twin80

Gélose Columbia

Bennet

GYEA

Citrate de Simmons

I-4-Les solutions et colorants utilisés

L’eau distillée stérile
L’eau physiologique stérile

L’eau Oxygénée
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e Violet de Gentiane

e Lugol
e Alcool
¢ Fuchsine

e Huile a immersion
¢ Solution salines standard
e Solution saline2
e Huile de paraffine
I1- Méthode de travail
11-1-Origines des souches

Les 12 isolats d’actinomycetes €tudiés ont été fournis par notre encadreur Mme Benhadj Mes
souches proviennent d’une collection d’actinomycétes (Benhadj et al., 2018).

I1-2-Repiquage et Purification des Isolats d’actinomycétes

La premiere étape dans notre travail est la purification des souches d’actinomycetes étudices. Cette
¢tape est tres essentielle car permet d’obtenir une culture pure et cela par le repiquage successif des
souches sur des milieux neufs, dans notre cas le milieu utilisé est /’ISP2, coulé en boite de pétri dont
lequel en adopte la méthode d’ensemencement par stries d’épuisement. A ’aide de 1’anse de platine, on
préleve un fragment de mycélium ou de quelque spores a partir de la colonie que 1’on veut purifier, puis
I’ensemencer sur le milieu de culture, ce dernier est incube a la température de 30°C pendant 7 jour. Car
les actinomycetes sont caractérisés par une croissance relativement lente par rapport aux autres bactéries
en plus leur croissance est réprimée par la présence de champignons) (Erikson, 1949 ; Williams et
Cross, 1971).

I1-2-1-Etude des caracteres morphologiques :

L’étude des caractéres morphologiques est basée sur les caractéres culturaux des colonies
(croissance, couleur du mycélium aérien et de substrat) et la micromorphologie qui consiste en 1’¢tude
de la forme et de la taille des spores.

Cette étude consiste a noter, au 3 éme, 7éme, 14 éme et 21éme jour d’incubation a 30°C, la
croissance des souches d’actinomycétes, I’aspect et la couleur des mycélia, la production et la couleur
des pigments diffusibles sur de différents milieux de culture (ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6, ISP7et
Bennett, GYEA) (Shirling et Gottlieb, 1966 ; Smaoui,2010).
11-2-1-1- Etude des caractéristiques Macroscopique :

L’¢étude macromorphologique consiste a déterminer la couleur des mycéliums aérien et du substrat ;
la croissance (faible, moyenne, bonne) ainsi que le pigment soluble produits sur différents milieux de

culture préconisés par 1’« International Streptomyces Project » ou ISP (Shirling et Gottlieb,1966)
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(ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP5, ISP6 et SP7) et sur les milieux GYEA et Bennett. Les milieux sont
coulés dans des boites pétris puis ensemencés par touche a partir d’une culture pure mature de chaque
isolat. Ces boites sont incubées pendant 3,7,14 et 21 jours a 30°C, il est important de signaler
I’importance de I’utilisation de plusieurs milieux de culture dans 1’étude da la morphologie puisque
I’observation des chaines de spores ne s’effectue que sur les milieux donnant une bonne croissance
(maturation compléte) (Shirling et Gottlieb,1966 ; Athalye et al.,1981).

La composition de ces milieux est donnée en annexe n°1.
11-2-1-2Etude des caractéristiques Microscopiques

Les bactéries peuvent étre groupées en deux catégories selon la méthode de coloration de Gram, qui a
été mise au point en 1884 par un bactériologiste Danois Hans Christian Gram. Cet examen est réalisé sur
des frottis minces préparés a partir de colonies de chaque isolat obtenu sur le milieu ISP2, ces frottis
sont colorés, apres observation a I’aide d’un microscope optique a grossissements (Gx100), ce dernier
permet de déceler les formes morphologiques des différentes bactéries et de préciser le Gram + et le
Gram-.

Le mode opératoire est comme suit :

v Sur un frotti fixé a la chaleur, recouvrir la lame de violet de gentiane 1 minute puis
laver a I’eau distillée.

v’ Ensuite, recouvrir du lugol 1minute,

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

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

v’ Sécher entre deux feuilles de papier buvard,

v’ Puis observer sous un objectif a immersion (Gx100) d’un microscope optique
(Prescott et al., 2010).

A partir de cet examen, nous pouvons déterminer quelques caractéres morphologiques des
actinomycetes, concernant le type de Gram et les indications sur leurs formes (principalement la forme
des filaments) et la présence ou ’absence de spores isolées (William et al., 2010).
11-3-Etude de la biodiversité physiologique
11-3-1-Croissance a différentes températures

Ce test est effectué pour déterminer la croissance des isolats a cing températures Différentes, (4, 25,
30, 37, 44, °C) sur le milieu ISP2, la croissance est estimée pendant 21 jours d’incubation et la

température qui permet une bonne croissance est notée (Smaoui., 2010).
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11-3-2-Tolérance a différents degrés du pH :

Les souches d’actinomycétes sont ensemencées sur milieu de culture ISP2 a différent pH 3, 4, 5, 6,
9,10 a raison de 12 boites de pétries par souche pour chaque pH. La croissance est estimée pendant 21
jour d’incubation a 30°C.

I1-3-3-Tolérance a différentes concentrations de NaCl:

Ce test ne permet pas seulement la détection des especes d’actinomyceétes halophiles ou d’origines
marines, mais aussi la mise en évidence de la biodiversité des espéces. Une colonie d’actinomycéte est
ensemencée sur milieu ISP2 a différentes concentrations en NaCl. Les concentrations étudiées sont :
2,5%, 5%, 7% et 10%. Les cultures sont incubées a 30°C pendant 21jour. Le nombre de colonies et les
caractéristiques macromorphologiques et la croissance (faible, moyenne, bonne et trés bonne) pour
chacune des concentrations sont notés (Boucheffa.,2010).
11-4-Etude de la biodiversité métabolique
I1-4-1-Hydrolyse de I’amidon : recherche d’amylase

Ce test est réalisé sur la gélose nutritive contenant 1% d’amidon soluble, le milieu est réparti dans des
boites de Pétri stériles, puis ensemencés par touche, les boites sont incubées a 30C°, apres 14 jours, le
milieu est recouvert d’une solution de lugol, ’hydrolyse est ainsi mise en évidence par 1’absence de
coloration autour des colonies, a I’inverse, les zones contenant de I’amidon se colorent en brun (Gordon
et Smith., 1953).
11-4-2-Hydrolyse de la gélatine : recherche de gélatinase

Une suspension de la bactérie test est réalisé en eau physiologique a laquelle une bandelette de film
photographique est ajoutée. Un tube non ensemence contenant une bandelette servira de témoin négatif,
puis les incubes pendant 7 jours a 30C°. Un éclaircissement du film photographique, signe de I’attaque
de la gélatine par la bactérie, indique une réaction positive.

(Williames et Cross., 1971).
I1-4-3-Action sur le lait écrémé :recherche de coagulase

Des tubes contenant du lait écrémé liquide (Candia Silhouette) sont ensemencés et incubés a 30°C,
des observations régulieres pendant 14 jours permettant de noter la coagulation du lait provoquée par les
souches (Williames et Cross., 1971).

I1-4-4-Recherche de Catalase

Cette enzyme permet la dégradation du H20> qui résulte de I’oxydation par I’oxygeéne de I’air :H20:

Catalase H>O+ 20,. Cette réaction est mise en évidence simplement par contact de la culture avec une

solution fraiche de H202a 10 volumes :
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Une goutte d’eau oxygénée est placée sur une lame en présence d’un échantillon de culture. Un
dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulle traduit la décomposition de dioxygene:
le test catalase est positif et s’il n’y a pas de bulles: le test catalase est négatif (Delarras, 2007).
11-4-5-Dégradation de Cellulose (recherche de cellulase)

Dans des tubes contenant 05 ml de I’eau physiologie on trompe des bandelettes de papier Wattman
Ne° 1 stérile, comme une seule source de carbone, puis ensemencer avec 1’isolat considéré, un tube non
ensemencé sert de témoin, les tubes sont incubés a30° C pendant 14jours au plus. Un développement de
croissance sur le papier considére comme résultat positive (Boulahrouf et al.,1986).
I1-4-6-Dégradation des sels de sodium

Ce test est réalisé dans le milieu de citrate de Simmons, dans lequel on ensemence la Surface du
milieu, par touche a I’aide des cure dent stériles, I’incubation s’effectue a 30 °C, pendant 14 a 21 jours,
le virage de couleur du milieu vers le bleu indique la positivité de test (Gordon et Smith,1953).

11-4-7. La recherche de Nitrate réductase

Des tubes contenant 10 ml du milieu bouillon nutritif (ISP8) sont ensemencés, puis incubés a 30°C
pendant 7jours. Une coloration rose a rouge clair suite a ’addition des réactifs (Nit I et Nit II) signe la
réduction du nitrate en nitrites (Guiraud et Duriod., 2003).

NOs- + 2H+ Nitrate réductase, NO, + H,O

En I’absence de cette coloration, quelques milligrammes de poudre de zinc sont alors ajoutés :

- L'apparition de la coloration rouge indique un test négatif (les nitrates du milieu ne sont pas réduits par
la souche).

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

11-4-8-Hydrolyse de tween 80 (recherche d’estérase)

Le tween est utilisé comme substrat pour détecter 1’activité lypolitique, cette derniere se traduit par la
présence sur boite d’un halo opaque autour de la colonie, un milieu basal est préparé (voir annexe).

Le milieu basal est stérilisé et gardé en surfusion (50°C), le tween 80 est autoclavé séparément et
ajouté aux flacons du milieu basal a raison de 1%, le milieu est coulé sur boites et la souche
d’actinomycétes est ensemencée par touche, incubée a 30°C pendant 7jour.

Le résultat positif de 1’activité lypolitique se traduit par la présence d’un halo opaque autour de la
colonie.
11-4-9-Hydrolyse de caséine de lait

L'hydrolyse de la caséine est étudiée sur un milieu gélosé (ISP2 double concentration) contenant 100

ml de lait liquide Candia silhouette. Les boites ensemencées sont observées aprés 14 jours d'incubation a
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30°C. La clarification de la gélose autour des colonies témoigne de I'nydrolyse de la caséine (Geraldine
et al., 1981 ; Chaphalkar et Dey., 1996).
I1-4-10-La recherche de Pactivité hémolytique

Pour teste I’activité hémolytique chez les actinomycetes en réalise une culture sur la gélose de
Columbia a base de sang frais 5% (COS), si les actinomycetes possédent une activité hémolytique, ils
produisent différentes zones d’hémolyse sur la gélose au sang. (Tableau 08).

Tableau 07: les différents types d’hémolyse (Dellars, 2007).

Zone d’hémolyse Type d’hémolyse
Colonies a large auréole claire, a bord net, ) .

) . B hemolytique
hémolyse compléte
Colonies a halo étroit, avec verdissement
(Formation de méthémoglobine), hémolyse a hémolytique
incompléte.
Colonies sans zone d’hémolyse vy hémolytique
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I11- Résultats et Discussion

Dans le cadre de ce travail on a étudié la biodiversité de 12 isolats D’actinomycétes de point de vus
morphologique physiologique et plus particulierement, on s’est intéress¢ a 1’¢tude de propriété
meétabolique de ces isolats afin de démontré s’il existe une diversité métabolique ; par la mise en

évidence des activités de biodégradation et la recherche de la production des molécules bioactives.

I11-1 Repiquage et vérification de la pureté des isolats d’actinomycéte

Le repiquage successif des déférents isolats d’actinomycetes sur le milieu ISP2 par la méthode
d’épuisement montrent des colonies pures qui présentent un mode de croissance déférent (Tableau8).
La croissance des souches Actl30, Act97, Act299, Act359, Act316, Act292 est
faible dans le 3eme jour. Tandis que une croissance moyenne et importants du 7éme jour jusqu’a 10
jour.

Les 12 isolats ont des Myceéliums aériens et mycéliums de substrats de couleur différentes comprise
entre le beige, le marron, le blanc et le gris (illustré dans le la planchel).
Tableau 08. Les resultats de repiquage et des Vérifications de la pureté des 12 isolats.

N° de souche Croissance Mycélium de Mycélium arien Pigmentation
substrat
Act97 Important Marron Beige Présence
Act359 Important Marron Beige présence
Act292 Important Gris gris Absence
Act 130 Moyenne Blanc Blanc Absence
Act257 Moyenne Blanc Blanc Absence
Act368 Importante Marron Beige Absence
Act299 Importante Marron Beige Absence
Act316 Tres Importante Marron Marron Absence
Actl170 Tres Importante Marron Beige Absence
Act370 Moyenne Beige Blanc Absence
Act158 Tres importante Marron Blanc Absence
Act406 Moyenne Beige Blanc Absence
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Act368 Act406 Act370
Act359 Act299 Act158

Act97

Planche 01 : photo représente les caractéres culturaux de quelques isolats sur milieu isp2.

25




Résultats et Discussion

111 .2 Etude des caracteres morphologiques des actinomycétes

Les criteres morphologiques sont les premiers utilisé est continuent jusqu'a maintenant a étre
considérés comme un critére important pour orienter 1’identification et permet de rattaché une souche a
un genre précis, ces caractéres ne constituent plus un critére important pour la distinction entre deux
espéce, 1’étude des critéres morphologique repose a la fois sur 1’étude des caractéristiques culturale ou
macromorphologiques et les caractéristique micromorphologiques. (Leveau et Bouix, 1993; Hans.,
1995).

111.2.1 Etude macromorphologique

Les donnes obtenues des examens macroscopiques des isolats (croissance, pigmentation mycélium
arien, mycélium de substrat, I’aspect des colonies) aprés culture sur les milieux 1SP1.2.3.4.5.6.7
(International Streptomyces Project), Bennet et GYEA sont représentés dans le Tableau09. Les travaux
menés par Muiru et ses colaborateur en 2008 stipulent que les milieux de culture ISP utilisé pour les
identifications des actinobacteries n’ont pas d’impacts sur les caractéres morphologiques, mais plutét
sur les caractéristiques physiologiques comme la production du pigment mélanoide et cela trés claire sur
le milieu ISP7 (tyrosine agar) qui est destiné a la production de ’enzyme tyrosinase responsable de la
production des pigments mélanoides. Sachant que la croissance et la sporulation des actinomycetes sont

deux parameétres fortement liée et dépendant directement de la composition des milieuxutilisés.

Tableau 09 : les caractéres morphologiques des 12 isolats sur différents milieux.

N°de souche | Milieu | Croissance MS MA P
Ispl Tres Beige Beige avec contour gris +++
Isp2 important Marron Gris avec contour blanc +++

Isp3 Tres Absence Absence -

Isp4 important Marron Blanc

Isp5 Absence Beige Blanc ++
Act158 Isp6 Importante Marron Blanc avec contour gris +++
Isp7 Bonne Marron Ver avec tache blanc ++
Bennet | Importante Marron Ris avec bordure blanc +++
GYEA | Bonne Marron Blanc avec bordure beige | +++

Bonne
Bonne

Ispl Important Noir Gris avec contour blanc +

Isp2 Bonne Beige Beige -

Isp3 Faible Noir Gris avec bordure blanc -

Isp4 Important Noir Blanc avec contour gris +

Act406 Isp5 Important Noir Jaune ++

isp6 Important Beige Beige +

Isp7 / / / /

Bennet | Faible Blanc Blanc -

GYEA | faible Beige Beige -
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Suite du tableau 9

N°de souche | Milieu Croissance MS MA P
Ispl Important Jaune Blanc -
Isp2 Moyenne Noir Gris -
Isp3 Faible Absence Absence -
Isp4 Important Beige Gris -
Act292 Isp5 Moyenne Ver Blanc -
Isp6 Moyenne Beige Beige +
Isp7 Absence Absence Absence -
Bennet | Faible Blanc Blanc -
GYEA | Absence Absence Absence -
Ispl Important Rouge Blanc

Isp2 Faible Absence Absence
Isp3 Moyenne Beige Gris =
Isp4 Important Rouge Blanc +
Isp5 Moyenne Beige Blanc +
Act316 ISP6 Moyenne Rouge Brik | Rouge brik +
ISP7 Absence Absence Absence =
Bennet | Faible Beige Blanc =
GYEA | Absence Absence Absence =
Ispl Important Blanc Blanc -
Isp2 / / / /
Isp3 / / / /
Isp4 Important Marron Gris -
Isp5 Important Jaune Gris avec contour blanc +
Act368 Isp6 / / / +
Isp7 Important Marron Gris avec tache noir /
Bennet |/ / / +
GYEA | Faible Absence Absence +
/
Ispl Tres important | Marron Gris avec contour beige 4
Isp2 Important Marron Gris avec contour beige 1
Isp3 Faible Beige Beige 1
Isp4 Important Marron Gris -
A Isp5 Important Beige Grenat avec contour blanc +

ct97 . .

ISp6 Important Beige Marron -
Isp7 Important Rouge Rouge +
Bennet | Important Marron Marron avec contour beige +
GYEA | faible Beige blanc -
Ispl Important Marron Blanc avec contour gris -
Isp2 Moyenne Beige Blanc avec contour beige -
Isp3 Moyenne Marron Gris avec contour blanc +
Ispd Important Marron Gris +
Isp5 Important Marron Blanc -
Acti70 Isp6 Important Beige Beige -
Isp7 Important Beige Blanc avec contour jaune -
Bennet | Important Marron Gris avec tache blanc +
GYEA | Faible Beige Beige -
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Suite du tableau 9

N°de souche | Milie | Croissance MS MA P
u
Ispl Importante Beige Blanc avec contour gris -
Isp2 Moyenne Beige Gris avec contour blanc -
Isp3 Importante beige Vert -
Act299 Isp4 Importante beige Blanc -
Isp5 Importante blanc Blanc avec contour beige -
Isp6 Important Beige Beige -
Isp7 | Absence Absence Absence -
Bennet | Important Beige Vert +
GYEA | Moyenne beige Beige avec contour blanc -
Ispl Important Beige Vert -
Isp2 Important Beige Gris avec contour blanc -
Isp3 Important Beige Vert avec contour blanc -
Isp4 Important Beige Gris -
Act359 Isp5 Important Blanc Blanc avec contour beige -
Isp6 Important Beige Beige -
Isp7 | Absence Absence Absence -
Bennet | Important Blanc Vert .
GYEA | moyenne Beige Beige -
Ispl Faible Absence Absence -
Isp2 Absence Absence Absence -
Isp3 Absence Absence Absence -
Isp4 Important Beige Gris -
Act370 Isp5 Absence Absence Absence -
Isp6 Faible Marron Beige -
Isp7 Absence Absence Absence -
Bennet | Faible Absence Absence -
GYEA | Absence Absence Absence -
Ispl Important Marron Gris avec contour blanc +
Isp2 Faible Blanc Beige -
Isp3 Important Marron Gris +
Isp4 Important Marron Gris avec contour blanc I
Isp5 Important Marron Gris +
Act130 Isp6 Important Marron Jaune ave contour blanc +
Isp7 Important Gris Gris avec contour blanc I
Bennet | Faible Blanc Blanc -
GYEA | Important Beige Blanc -
+
+
Ispl Importante Beige Blanc -
Isp2 Moyenne Blanc Blanc -
Isp3 Moyenne Beige Gris -
Isp4 Important Rouge Brik | Gris avec contour rouge -
Act257 Isp5 Important Gris Gris +
Isp6 Moyenne Beige Blanc -
Isp7 Absence Absence Absence -
Bennet | Absence Absence Absence -
GYEA | Faible Blanc Blanc -
(-)absence (+) présence (/) nondéterminer
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D’apres les résultats obtenus aprés une période d’incubation de 14jours les souches ACT 368, ACT
158, ACT 170, ACT 292, ACT 257, ACT 316, ACT 406 et ACT 97 présentent une bonne croissance sur
tous les milieux avec une préférence sur le milieu ISP2 sauf I’SP3, ISP7, Bennett et GYEA. Tandis que
la croissance de la souche ACT 370 sur les milieu ISP1, ISP6 et Bennet est mauvaise qui se traduit par
une absence totale de sporulation.

Tous les isolats apparaissent apres mise en culture au bout du 3eme jour, c’est une caractéristique
des actinomycetes a croissance rapide, en effet (Nodwel et Losick., 1998) ont constaté que les colonies
de Streptomyces érigent des hyphes en 2 a 3 jours. Par contre les autres isolats présentent une faible
croissance comme ACT406, ACT 299, ACT359.

L’observation des colonies permet de déterminer la couleur de mycélium aérien qui est variable dans
la plupart des souches, entre blanche, grise beige pour la majorité, Ou bien orange, rouge brique,
marron, et crevette Pour certains isolats cultivés, la difference de composition de chaque milieu peut étre
responsable de changement des couleurs de MA et MS (Vijgenboom et Keijer.,2001).

Les deux souches ACT158et ACT368 présentent une excellente croissance sur les milieux ISP
(2,5,6et7).Leur mycélium aérien donne une couleur blanche et un mycélium de substrat donne une
couleur marron avec des colonies bombées et pateuses pour Actl58 et plat et rugueux pour
Act368.d’autre par la croissance de la souche ACT130 et ACTt97 et tres bonne sur les milieu
ISP(1,4,5,6) et le Bennet , qui donnent un MA de couleur gris avec un conteur blanc d’aspect poudreuse
alors que le MS présente une couleur marrons .

La souche ACT170 donne un aspect variable dans les milieux ISP (7,4et 5) et Bennet ou la colonie
rugueuse, pateuse et crémeuse avec un mycélium de substrat marron et un MA qui se manifeste par une
couleur gris avec contour blanc.

Selon les résultats obtenus les actinomycétes reconnus par la production des pigmentations différents
selon les milieux. Cette caractéristique a une relation avec le métabolisme secondaire des actinomyceétes.

Un certains nombres d’auteurs tel que (Thompson et al., 2002 ; Alem et al.,2010). Rapportent
que les actinomycetes produisent des métabolites bioactifs pigmentés. Ces derniers sont souvent des
antibiotiques. C’est un métabolite coloré soit des phénazines (pigment rouge et brun) synthétisé par le
genre de Streptomyces, Streptosporangium des prodigiosines (pigment rouge) ou bien des caroténoides
de couleur orange. La production de pigment mélanoide de couleur brun a également été notée chez les
isolats étudies comme les souches ACT158 ACT97et ACT368.

Cette caractéristique observée sur milieu ISP6 et ISP7 est considérée par (Shirling et Gottlieb.,
1972). Comme une clé pour la classification des espéces du genre streptomyces. Tandis que la souche
ACT406 produise une pigmentation sur ISP (1, 4,6) .et la souche ACT316 produise une pigmentation
sur ISP4.
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[ Act158 sur ISP4 ] [ Act158 sur Bennet J [ Act158 sur ISPGJ

Act170 sur Bennet Act170 sur ISP5 [ Actl70 sur ISP 4 }

Act130 sur ISP 7 Act130 sur ISP6 [ Act130 sur ISP5 ]

Planche 02 : Photo représente les caracteéres morphologiques des 12 isolats d’actinomycétes a
déférentes milieux
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Act97 sur ISP7 Act97 sur ISPl Act97 sur ISP4 ]
ACt368 sur ISP4 Act368 sur ISP7 Act368 sur ISP5
[ Act359 sur ISP2 ] [ Act406 sur ISP6 J [Act299 sur ISP1 ]

Planche 02 : Photos représentent les caractéres morphologiques des 12 isolats d’actinomycétes a
déférentes milieux
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111.2.2 Etude micromorphologique

Ces Reésultats ne sont pas déterminés

111-3 Etude de la biodiversité physiologique
111.3 .1. La croissance a différent température

Les résultats obtenue sont résumé dans le tableau 10, Tous les isolats d’actinomycétes ont donné une
bonne croissance a 30°C avec une croissance importante a 37°C a I’exception de la souche ACT370 ui
donne une croissance faible, ce qui explique que la température optimale de la croissance de ces isolats
varie entre 30 37°C, tandis que les souches Act368 , Act316 , Act97 , Act158 , Act406 et Act292
donnent une croissance moyenne a 25°C par contre les isolat Act130 , Act370, Act275 donnent une
faible croissance. Ainsi, on a constaté une croissance faible des souches Act 299, Act 292, Act 130, Act
257 et Act 316 a température de 44°C et absence totale de croissance a 4°c.

Ces résultats sont analogues a des notions mentionnés dans le travail de (Smaoui., 2010) qui
consistent a ce que les Actinomycetes qui croient a des températures comprises entre 30 et 40°C sont
des Actinomycetes mésophiles (Kitouni,2007) et les thermophiles (Leveau et Bouix., 1993 ) se
développent a une température de 55°C, a partir de cette comparaison, on peut dire, que nos isolats sont
des actinomycetes mésophiles (30 a37°C).

Tableau 10 : les résultats de test de croissance des 12 isolats a différentes températures.

Températur
ace 25C° 30C° 37C° 44ce

N° de souche

Act158 - ++ +++ ++ +/-
Act406 - + ++ i +/-
Actl170 - + ++ + +
Act292 - + ++ i +
Act97 - + ++ + +/-
Act368 - + ++ + +/-
Act130 - +/- ++ + +
Act299 - + ++ + +
Act316 - + ++ + +
Act359 - + ++ + +
Act257 - + ++ + +
Act370 - +/- ++ +/- +

(-) pas de croissance, (+/-) faible, (+) moyenne, (++) importante, (+++) tres importante.

D’apres les résultats exprimés dans le Tableau 10 et Planche 3 .il apparait une biodiversité

physiologiques remarquable entres les actinomycétes étudiés.
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Planche 03 : photo représente des résultats du test de croissance de 12 isolats a différentes
températures.
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111 -3-2-Tolérance a différents degrés du pH

Les résultats ne sont pas déterminés
I11 -3-3-Tolérance a différentes concentrations de NaCl

Les résultats ne sont pas déterminés
111 -4-Etude de la biodiversité métabolique
I11-4-1- Résultats de test d’hydrolyse d’amidon (Recherche de ’amylase )

D’apres le Tableau N°11 et la Planche 7, on remarque que 3 souche sur 12 présentent une activité
amylolytique sur le milieu GN a base d’amidon.

L’apparition d’un halo claire autour de la colonie traduit la dégradation de 1’amidon (planche 7)
comme les souches Act316, Act299, Actl58. Cela montre que les souches testées possedent une
amylase, alors que l’apparition d’une couleur brune des souches signifie que ’amidon n’a pas été
hydrolysé ; (planche 7 tableau 11). Ces résultats rassemblent a ceux présenté par Kuo et Hartman.,
(1966), qui ont montré la production des amylases thermophiles par les souches Thermoactinomyces
vulgaris.

Nos résultats montrent que cette enzyme produit par les actinomycétes mésophiles a une température
de 30°C (Chao et Wen, 2007). Les amylases jouent un rble majeur dans les applications
biotechnologiques telles que I’industric alimentaire, la fermentation et le textile. Dans I’industrie
papetiére enivrent 25% des amylases sont demande sur la marche mondiale des enzymes (janaki |,
2017).

D’apres les résultats de la culture sur les différant milieux d’ISP, Bennett et GYEA précidament on a
remarqué I’apparition d’un halo claire autour des colonies essenticllement sur les milieu 1ISP4
Planche 8, car ce milieu contient I’amidon. Donc ses souches amylolitique.

I11.4.2. Résultats d’hydrolyse de la gélatine

Apres I’incubation de 7jour, I’éclaircissement des bandelettes des films photographiques apparus
chez la plupart des isolats sauf Act97, Act158 et Act370. Ce qui traduit la dégradation de gélatine par
I’enzyme gélatinise produite par les actinomycetes. (Planche 5 tableau 11). Ces résultats ressemblent
aux résultats des travaux de (Won-gae chi et al.,2003) sur la présence de 1’enzyme gélatinase chez les
streptomycetes sp, ainsi ils sont similaires a ceux trouvé par Djaballah, (2010) dont il a assigné la
liquéfaction de la gélatine par les souches halophiles et halotolérants isolés de la sebkha d’ain M’lila qui

sont proche des genres Streptosporangium,Streptoaloteichus.

I11.4.3 Résultats d’hydrolyse de lait écrémés (Recherche de coagulase)

Les résultats de ce test apparaissent apres 14 jours d’incubation donne la coagulation du lait écrémé

chez 60% des isolats, montrent que les actinomycetes produisent le coagulase (Planche 4 tableau 11).
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111.4. 4 Résultats de test de la recherche de catalase

Tous les isolats d’actinomyceétes présents un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse qui
indique la dégradation de I’eau oxygéné, donc catalase positive. (Planche 6 tableau 11). La catalase est
une oxydoréductase héminique qui catalyse la réaction du peroxyde d’hydrogéne H20O. en eau et
dioxygene O.. Les résultats obtenus par (Qiong Ting et al., 2012) montrent que les souches
actinomycétes sont aérobies. Les chercheurs Tortora et al. (2003) in Abbes Samiha et bouteraa

(2017), Sudhanshu Dwivedi et al. (2011) ont obtenus les mémes résultats.

111 -4-5-Dégradation de Cellulose: recherche de cellulase :
Les résultats ne sont pas determines.

111 -4-6-Dégradation des sels de sodium :
Les résultats ne sont pas determines.

I11- 4-7. La recherche de Nitrate réductase :
Les résultats ne sont pas déetermines.

111 -4-8-Hydrolyse de tween 80 (recherche d’estérase) :
Les résultats ne sont pas déetermines.

111 -4-9-Hydrolyse de caséine de lait :
Les résultats ne sont pas détermines.

I11 -4-10-La recherche de P’activité hémolytique :
Les résultats ne sont pas détermines.

Tableau 11 : résultats de test de la biodiversité métabolique de 12 isolats.

Tes
e souche
Act406 - +
Act158
Actl70 -
Act292 -
Act97 - - -
Act368 -
Act130 -
Act299 +
Act316 +
Act359 -
Act257 -
Act370 -

Témoin

Amylase gélatinasse Coagulasse catalase négatif-

+
+|+]
+|+|+]|+

+|+|+|+

—+

||+ [+ F]| ] F]+[F] [+
1

++|+|+[+]+]+
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Témoin Act257 Témoin Act316 Témoin Act370
) (+) ) (+) ) (+)

Témoin Actl130 Témoin Act299 Témoin Act368
) (+) ) (+) ) (+)

Planche 04. Photos de résultat du teste de ’actions sur lait écrémé.
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Témoin(-) Actl170 Témoin(-)  Act406 Témoin(-)

Act257

Témoin(-) Témoin(-) Act368 Témoin (-)

Act316

Act158

Planche 05. Photos de résultat du test de gélatinase.
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Planche 06. Photos de résultat du teste de catalase.

[ Act158 J [ Act299 ] Act316

Planche 07. Photos de résultat du test de I’hydrolase de I’amidon

Halo claire autour de colonie

8L

ACT158 Sur ISP4 ACT368 Sur |SP4 ACT130 Sur ISP4

Planche 08. Photos répresente I’aparition d’halo calire autour des colonie sur milieu ISP4
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Conclusion et perspectives

L’objectif essentiel de notre travail était la mise en évidence de I’activité de biodégradation de douze
isolats d’actinomycétes, qui proviennent d’une collection d’actinomycétes isolées d’un écosystéme

naturelle.

Dans ce travail Nous sommes intéresses aux aspects phénotypiques (Macromorphologiques)
physiologiques, et essentiellement la biodiversité métabolique. A partir des résultats phénotypiques, on a
pu constater que la majorité des isolats cultivés pendant 14 jour sur ISP (International Streptomyces
Project) (1, 2, 3, 4, 5,6 ,7) Bennett, GYEA.

Présentent des colonies poudreuses de couleur blanchatre ou mélangé avec d’autre couleur de taille
petites régulieres ou non, platies ou bombés avec une odeur terreuse. Cet aspect est particulier pour les
isolats développant un mycélium arien d’autre apparaissent pigmentées et sporulées.

En effet 1a plus part des souches développent a differentes températures sont des mésophiles. Aprés
nous avons constatés a partir I’étude métabolique que ces isolats sont capables de métaboliser diverses
molécules et possédent une activité amylolytique, ainsi ils sont capables de dégrader la gélatine, et ont

une large gamme des enzymes : coagulase, catalase, gelatinase ...etc.
Enfin on conclut, que les isolats d’actinomyceétes présentent une large diversité métabolique.

Comme perspectifs, il reste plusieurs travaux a mener afin de répondre aux questions soulevees lors

de cette étude. Parmi ces travaux on cite :

e  Optimisation du milieu et des conditions de culture pour un meilleur rendement

e  Compléter les études des activités de biodégradation pour différents source de carbone.

e L’extraction et la purification des différents métabolites actifs ainsi que leur identification par les
techniques chromatographies comme la chromatographie en phase liquide a haute performance
(HPLC).

e  Faire un screening sur les souches les plus active ont vu de leur utilisation pour ’extraction des
métabolites secondaire.

e ldentifications moléculaire des isolats ont étudié, par différents techniques moléculaires
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Annexe

Annexe | : Milieux de culture
I-Composition des milieux utilisés pour I’étude morphologique desActinomycétes
Les milieuxISP

*ISP1

a1/ L0 0T PO PP PPP 59
SEXETAITARIBVUIE ...ttt ettt et et et e e it 39
a1 - L PSPPSR 20g
SH2OMISEHTER ...ttt e ettt et e bt r e ete e beebeeneeenes 100g
pH :7

*|SP2

SEXEFAITABIMALT ...ttt 10g
SEXETAITARIBVUIE ...ttt b ettt et et e be e e e ntee s 49
e C] 110 = RSP SPR USSP 49
e L0 - | PP P PP TPP T PTRPPPPPPPPRPP 159
SH2OISTIIBE ...ttt ettt be e 1000ml
pH:70a7.2

*ISP 3

~SOTULIONA AVOTIIE L.vttiiieiiiiiiit ittt et e e e e e e s st ettt a e e e e e s st bbb bttt e e e e e s s a st bbbeeeeeeeennns 100g
-SOIULIONSAIINESLANTANT. ...t e et e et e e e s e e srae e e sraeeeanneeeas 19
e 0 - LTS PTPP S PTTPPPUPPPPPPP 189
-pH: 7.2

*ISP 4

o AN 1 11T [0} o TSP 10g
SKZHPOA. .. oottt ettt ettt 1g
1Y [0S @ 4 o 1 SRR 19
e N\ - O PSPPSR SPPROURRRPPPS 19
S(INHA)2ZSOA .. oottt ettt ettt et et e ettt e et e ettt 29
2CACOB. . oottt ettt ettt 29
-SolutionsaliNeStaANAArd. . . ......uviiiiiiie i e a et a e e e e Iml

CH2OISEHIBE ... et 100ml



N 1 PP PUU PP 209
-pH:7.0a74

*ISP 5

(1) Y(¢1=] (] PRSP PTPRTRRTROTRN 109
SLASPAIAGINE ...ttt bbbttt et et nnre s 19
TK2ZHPOA. .. oottt 19
-Solutionssalinestandard. .. ..........oooviiiiiiiiii i ———— 100ml
a1 - L PP PSP 20g

-pH:7.027.4

*ISP 6

P PEONE . 20g
SEXETAITARIBVUIE ...ttt b bttt ettt et et e e e ntee s 19
-CitrateferriqUeamMMONIACAL ............ooiiiiie e 0.5g
SKZHPOA . .. oottt ettt 1g
ol LTS U1 1=l L= To T U o PSSR 0.08g
e L0 - | PP P PP TPP T PTRPPPPPPPPRPP 159
SH2OISTIIBE ...ttt ettt be e 1000ml
pH : 7.2

*ISP 7

R ©] 1 o1=T (o) PSSR 15¢
o I 1Y 0 1] | 1= PSSRSO 0.5g
eI NS0T 1 To 1 LTSS SROPSRPRRSPIS 19
e (G 172 2 TP RR 0.5g
Y (0] @ 7 B o b TP TSR 0.5g
o N\ - O PSSRSO 0.5g
1O o O TSRS PPPP 0.01g
-Solutionsalinestandard. .. ... 1ml
o - | O PPURP R PPUPPPRRPP 20g
SH2OMISHIIBE ...ttt et bb e et e e et e e anbeeeeneeas 1000ml

pH : 7.2



le milieu Bennet

PBPEONE. .. et 29
SGHUCOSE ...t E bttt 10g
SEXEFAITABVIANGE ...ttt et ettt e e 19
SEXETAITARIBVUIE ...ttt ettt e b e te et e et 19
R 1 - L PP PP PP PR 18¢
SH2OMISLITEE ...ttt et e st et e e nt e b e eteenre e e e 1000ml
pH: 7,3

I1- Composition des milieux utilisés pour I’étude de labiodégradation

11-1-Milieu amidon 1%

11-3- Milieu de test action sur le lait écrémé-+10%

SH2OAISTIIBR ...ttt ettt ettt 100ml
E I 1] T =T 0 T TSRS 10g

11-4-Milieu de test d’estérase

ANANO3. . oottt ettt ettt n et e oo, 1g
e L=V (=] LoV OSSPSR SPSRURRSRRS 5¢
== SOMULIONSATINE ...ttt ettt et e et e bt e et e e e nbeesnbeenree s 50ml
O W O ] o 1 © BTSSR 0.1g
STWEENEBO. .. eeieitiee ettt ettt et — e e e et e e et — e e et — e e ettt e e tba e et e e e ataeeareeearaeeanns 10ml
e o - | OO PPPPP T PPPUPPPRPPR 189
SH2OISTIIER ...ttt et b et e bt rb e e be e e 1000ml
pH:6a6.2

11-5-bouillon nitrate

SBOUITONNILIALE ... e et e e et e e et e e e e b e e e arbaeesrtaeesnteeesnseeesnneeens 219
SH2OAISTIIER ...ttt et et e et e e ree e be e nae e 1000ml

pH:7.2a7.2

Annexe Il : Solutions et Réactifs

1- Solution salinestandard

KOHPOL. .. oo e e e s st eee st 0.259



SMIGSOATHZO ... 0.125¢

e N = T PSP OPRRTRRIS 0.125¢g
SFESOATHZO ..ttt e b e et e e e e nbe e e e 0.001g
SMINSOA et 0.001g
e = U8 [0 151 ] | SO RSSTR 50ml
2- Solutionsalinel

SFESOATHZO ... 0.1g
SMINCI2AHZO ..ttt ekttt 0.1g
SZNSOATHZO ...ttt 0.1g
e = U810 151 ] | SRR 100ml
3- Solution saline2

L OL {0V 1 © LTS PR PSS 0.64¢g
SFESOATHZ0 .ottt 0.11g
SMINCI2 AH20 ...ttt ettt ettt ere e re s 0.799
B 41110 L.y = 10 SRR 0.15g
SBAUISTIIIE ... 100ml
4- Eauphysiologique

e N =T PSSP 85¢g

o P O Lo 11 A1 [T TP TRTRTR 1000ml
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