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Introduction

Les composés lignocellulosiques, sont des polyméres composés de lignine,

hémicellulose et de cellulose (Mansora et al, 2019). On les retrouves principalement dans la
paroi cellulaire des végétaux. On estime que chaque année, 200 milliards de tonnes sont
produites dans le monde (Vazquez et al, 2018).
La cellulose, est un glucide constitué d'une chaine linéaire de D-glucose, est le polymere le
plus abondant dans la nature (Long et al, 2018), sa structure trés complexe rend leur
dégradation difficile, ce qui favorise leurs accumulations dans la nature sous forme des
déchets, en effet, les déchets cellulosiques peut avoir différentes origines, tel que, les
palmiers, les déchets d’extraction des huiles a partir des olives, 1’industrie sucriére, la
fabrication des jus a partir des fruits ...etc.

L’émission des déchets lignocellulosiques dans la nature favorise ’apparition de la
pollution, et la valorisation de ces molécules, soit pour 1’alimentation animale ou comme une
source de bioénergie en particulier le bioéthanol, est devenu une nécessité. En effet, I’énergie
fossile, en particulier le pétrole et le gaz naturel, sont des sources d’énergie non renouvelables
et les gisements qui les contiennent s’épuisent avec le temps. La tendance actuelle s’est
orientée vers la recherche des sources d’énergie renouvelable, dont I’énergie issue de la
biomasse. Le bioéthanol, est obtenu par fermentation alcoolique de glucose issue de la
dégradation de cellulose en glucose, en revanche, cette hydrolyse est catalysé par des
enzymes, appelées les cellulases (Brumm, 2018).

Les principales sources de ces enzymes sont les champignons, les protozoaires ainsi que
certaines bactéries, dont les actinomycetes, bactéries a Gram positives avec un G+C élevés
(Barka et al, 2016).

Parmi les approches utilisées dans les dernies années pour 1’obtention des cellulase est
I’isolement de nouvelles souches d’actinomycetes, a partir des écosystemes, non exploité,
qui ont une activité cellulolytique élevée.

Le sol de la région de Laghouat, sud Algérien, est un écosystéme aride caractérisé par un sol
pauvre en matiere organique, peu de végétation, climat sec, avec une température élevée le
jour et faible la nuit. Cette région non exploitée, peut-étre une source importante pour les

actinomycetes qui ont une activité cellulolytique.

Notre travail, vise a obtenir des souches d’actinomycetes a partir du sol de la région de
Laghouat et 1I’évaluation de leurs activités cellulolytique, Pour atteindre cet objectif, notre

travail devait passer par deux phases



Introduction

® Une étude bibliographique sur les caractéres généraux des actinomycétes et les

enzymes de cellulases.

® | a deuxiéme partie (expérimentale) s’occupe de D’isolement et caractérisation
morphologique de quelques souches d’actinomycétes isolées de sol de la région de

Laghouat et évaluer leurs activités cellulolytique.
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1. Chapitre 1 : Les Actinomycetes

1.1. Définition des actinomycétes

Le nom actinomycéte a été dérivé du grec "aktins" (un rayon) et "mykes"
(champignon), et a les caractéristiques des deux microorganismes, des bactéries et des
champignons (Azman et al, 2015).

Ce sont des bactéries a Gram positif avec un coefficient de Chargoff (G+C) élevé en
leurs ADN, appartiennent au phylum d’actinobacteria, I’un des plus grands phylums des
procaryotes (Kumar et al, 2018) .lIs ont des hyphes filamenteux ramifiant qui ressemblent
quelque peu au myceélium des champignons parmi lesquels ils ont été classés. En fait, ils ne
sont pas liés aux champignons mais sont considérés comme des bactéries pour les raisons
suivantes: premierement, ils ont du peptidoglycane dans leurs parois cellulaires et
deuxiémement, leur diameétre est d'environ 1 1, alors que les champignons ont au moins deux
fois cette taille (Okafor ,2016).

1.2. Caractéristiques des Actinomycetes

Les actinomycetes forment une branche phyllogénétique a part, ils sont caractérisées

par une trés grande diversité morphologique, pouvant aller de la forme cocci a la forme
mycélienne parfaite (Akond et al ,2016).
Le diameétre des filaments des formes mycéliennes est toutefois environ deux fois plus faible
(0,5 a 1,2 um) que celui des myceéliums de champignons. Ils sont généralement mésophiles,
neutrophiles, non halophiles et non fixatrices d’azote, ils ’on également des thermophiles, des
psychrophiles, des alcalophiles, des acidophiles, des halophiles, des fixateurs d’azote, etc...
(Mohammadipanah et wink, 2016).

La plupart des actinobactéries sont des chimioorganotrophes utilisant une grande
variété de source de carbone et d’énergie y compris les polyméres complexes ( chitine ,
cellulose , lignine ..) qui doivent d’abord étre hydrolysés en monomeére avant la mise en
ceuvre des mécanismes de production d’énergie (Madigan et Martinko,2012).

Cette grande diversité métabolique fait que les actinobactéries soient retrouvees pratiquement
partout dans I’environnement ou elles ont pu coloniser plusieurs milieux (Saker, 2015),
Dont la plupart sont des aérobies formant des mycéliums de substrat et des mycéliums
aériens. Ils se reproduisent par fission binaire ou par la production des spores ou des conidies,
la sporulation des Actinobactéries se fait par fragmentation et segmentation ou formation de

conidies. L'aspect morphologique des actinobactéries est compact donnant un aspect
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poudreux avec une surface seche sur le milieu de culture et est fréquemment recouvert de

mycélium aérien (Ranjani et al, 2016).

A2 pgar surface

2

Substrate mycelium
%\ -!"%

Figure 1 : coupe transversale d’une colonie d’actinomycéte (Prescott et al, 2018).

1.3. Taxonomie des actinomycetes

La classification des actinomycétes ont été basées anciennement sur La premiére
édition de bargey qui divise les actinomycetes en 7 sections basées principalement sur des
propriétés telles que le type de paroi , la disposition des conidies , la présence ou 1’absence
d’un sporange (Prescott et al,2003), mais les caractéres morphologique ne suffit pas de faire
la distinction entre de nombreux genres, car certains sont semblables sur le plan
morphologique, mais différent de leur composition chimique (Wang ,2016) .

La recherche de méthodes de classification fiables reflétant les relations
phylogénétiques/génomiques conduit & des modifications taxonomiques résultant dans le
volume 5 du manuel, le phylum Actinobacteria comprend 6 classes, 23 ordres, 50 familles et
221 genres. Cependant, de nombreux nouveaux taxons continuent d’étre découverts et cette

liste est donc inevitablement incompléte (Goodfellow et al, 2012).



Revue bibliographique

1.4. Ladistribution des actinomyceétes dans la nature

Les actinomycétes sont largement répandus dans les écosystemes terrestres et
aquatiques. Bien que les membres de ce grand phylum existent en tant que saprophytes
libres, commensal colonisent différents sites (les tissus, les organes...) ou partenaires
symbiotiques des plantes, insectes, animaux aquatiques ainsi que des animaux terrestres et
des étres humains Bifidobacterium and Corynebacterium (Harveyl et al, 2018).

On peut les trouver sous forme symbiotique avec les insectes comme le cas chez les pyrales
(Pyrrhocoridae: Pyrrhocoris apterus) ou la colombe européen (Crabronidae: Philanthus) qui
héberge des Streptomycétes producteurs d'antibiotiques pour protéger les larves de guépe
contre les infections fongiques (Benndorf, 2018).

Et on peut également trouver sous forme symbiotique avec les plantes comme les études de
(Shan et al ,2018) montres, Qui isolée Streptomyces sp. KIB-H033 a partir de

Camellia sinensis (Des plantes de thé).

Les actinomycetes sont uniques dans leurs besoins en matiére d'habitat par I'exp :
Streptomyces sp préfeére les sols riches en compost.

Micromonospora sp préfére les habitats aquatiques.

Dactylosporangium préfere les sols avec plus de feuilles mortes.

> Un gramme de sol agriculture riche en peut contenir 10* 8 10° de micromonospora et
10° streptomyces (Subramaniam, 2016).

L’une des raisons de leur nature omniprésente est leur unique cycle de développement, ces

bactéries se développent pour former un mycélium de substrat et développer des spores

lorsque I'environnement devient défavorable a la croissance (Lee, 2018).
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Table 1 : la distribution de quelques genres d’actinomyceétes dans la nature

(Saravanamuthu , 2010)

Genres d’actinomycétes

Pourcentage %

de distribution dans la nature

Streptomyces
Nocardia
Micromonospora
Thermonospora
Actinoplanes
Microbiospora
Streptosporangium
Actinomadura
Actinosynnema

Dactylosporangium

95.34
1.98
1.40
0.22
0.20
0.18
0.10
0.10
0.10
0.06

1.5. Potentiel biotechnologique des actinomycétes du sol

Les actinomycetes sont largement répandus dans la nature et ont la capacité de produire
de nombreuses substances biologiquement actives généralement accompagnée par la
production des métabolites primaires et secondaires (Elbendary, 2017). Telles que les
antibiotiques, antifongiques, antivirales, antiparasitaires, herbicides, pesticides, antioxydants

et anti tumoraux ...



https://www.google.dz/search?hl=fr&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22R.+Saravanamuthu%22
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Tableau 2: I’application des actinomyceétes dans différents domaines.

Les domaines Les substances bioactives Exemples

novobiocine, l'amphotéricine, la
vancomycine, la néomycine, la
gentamycine, le chloramphénicol,
Antibiotique la tétracycline, I'érythromycine,
la nystatine

(Sharma, 2014).

Polyxeéne BetD :

interfére spécifiqguement avec la
Antifongique formation de la paroi cellulaire
fongique en agissant comme
inhibiteur de la chitine synthétase

(Sharma, 2018).
Médicale

avermectines

Produites  par  Streptomyces
avermitilis  sont considérer
comme des ’excellentes anti
némathelminthe

(Jinsong, 2016)

Antiparasitaire Insecticide

isolé a partir Streptomyces
phaeochromogenesLD-37
produite des molécules contre les
mouches de fruits  Ceratitis

capitata



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29062922
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(Samri, 2016).

Anticancéreuse

Les hypogeamicines A, B, C et
D

Ont été produites par
Nonomuraea specus_isolé du
systeme de grottes de Hardin
dans le Tennessee, aux Etats-
Unis. L'hypogeamicine A montré
une cytotoxicité vis-a-vis la
lignee cellulaire du cancer du
colon TCT-1

(Pharada et Wasu, 2019).

Médicale

Inhibiteurs d’enzymes

Inhibiteur d’alpha-glucosidase

isolés a partir Actinoplanes sp
sont utilisés pour traiter le
diabete de type Il et I'obésité en
ralenti I'absorption du glucose et
en réduisant I'hyperglycémie
(Panchanathan, 2014).

Industrie

Enzymes

Aminoacylase

Utiliser dans la Production de
pénicillines semi-synthétiques et
de céphalosporine

Produise par différents souches



http://www.frontiersin.org/people/u/646595
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Telle que : S. olivaceus
S. roseiscleroticus

S. sparsogenes

(Harir et et al, 2018).

Agriculture

Biodégradation

Production d’acétyle Co-A

Frankia

convertie le naphtalene ou un
dérivé du naphtalene en acétyle
Co-A et succinyle Co-A

(Rehan, 2016).

Facteur de croissance chez

les plantes

production de phytohormones
telles que acide indole-3-acétique
(IAA), cytokines; améliorer la
nutrition des plantes par la
solubilisation de minéraux tels
que le phosphore (P) et le fer,
contribuer & la croissance des
plantes

production  des  molécules
contre les phytopathogenes :
produit des antibiotiques et des
COMpOses volatils(COV),
synthése d’enzymes
extracellulaires  dégradant la
paroi cellulaire fongique,
induction de

résistance systémique et
compétition pour les nutriments
et les niches

( Ek-Ramos et al,2019)
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2. Chapitre2 : La cellulose et les enzymes de cellulases

2.1 La cellulose

La cellulose est la matiere organique la plus vaste et la plus répandue dans la nature

(Budihal, 2015), est synthétisé par les plantes pour environ 4x10’ tonnes par an qui expliquer
leur abondant sur terre (Larry, 2011) C’est le principal constituant des végétaux et en

particulier des parois de leurs cellules (Bettache ,2018).

Tableau 3 : Teneur en cellulose de différentes especes végetales.

Espéces végétales Teneur en cellulose (%)
Cotton 88 — 96 (Demir et al, 2018).
Bois 40-45 (Sarkka et al, 2018).
Son de mais

30 (Huang et al, 2018).

La cellulose est un polymere glucidique composé de dizaines a des centaines a plusieurs
milliers d'unités mono saccharidiques (Mai ,2018) de 8 000 a 12 000 unités de glucose liées
ensemble par une liaison (béta —1,4.glucoside) (Larry ,2011).

La cellulose est insoluble dans 1’eau et dans la majorité des solvants, la faible solubilité est
attribuée principalement a la forte liaison d’hydrogene (intramoléculaire et intermoléculaire)

entre les chaines (Devabaktuni, 2011).

Il existe deux types de structures cellulosiques (amorphes et cristallines). La forme
amorphe est soluble et est facilement digérée par les enzymes, tandis que la structure
cristalline est formée par des chaines de cellulose qui sont fortement liés par des liaisons
hydrogéne, formant des microfibrilles. Ce type de cellulose est tres récalcitrant a la
dégradation et a la solubilisation (Ravindran, 2015).

10
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CH,0H
H 0
W 0
0
OH H H H \
H  OH
R+1,4-glycosidic

inkage

Figure 2: structure de cellulose (Meurant, 2012)

2.2 Les enzymes de cellulases

Le systeme cellulolytique comprend trois composants principaux:
La 1,4-p glucane glucanohydrolase agissant comme endoglucanase, la |, 4-p-D-glucane
cellobiohydrolase présentant une activité exoglucanase et la B-glucosidase qui sépare le
cellobiose. Le systéeme enzymatique de cellulase fonctionne de maniére synergique, c'est-a-
dire que les endoglucanases provoquent des scissions aléatoires de la chaine de la cellulose,
ce qui donne du glucose et des oligosaccharides; les exoglucanases attaquent I'extrémité non

réductrice de la cellulose en formant de la cellobiose; et enfin les cellulobiase hydrolysent le

cellobiose en glucose (Vaijayanthi et al ,2016)

OlGOMCT fyose chain

Cello-oligomers ~ Long

Beta-g idase \_J LPMO
=

7\’ Endogl ’)\’ Ex

Figure 3: le mode d’action de cellulase (Tiwari et Verma ,2019).

11
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2.3 Application industrielle de cellulase

La cellulase a montré une application marquée et une large accessibilité dans toutes les

industries (alimentaire, pharmaceutique, agricole et médical...) au cours les trois derniéres

décennies. La cellulase a fait I’objet de recherches biotechnologique en raison de sa large

applicabilité. Les nouvelles recherches sur la cellulase ont décrit leur utilisation possible dans

différents domaines comprenant 1’industrie

alimentaires, la vinification, industries de

transformation des fruits et Iégumes, industrie du papier et de la pate a papier, et industrie des

matériaux et du lavage (Srivastava et al, 2019).

Tableau 4: I’application industriel de la cellulase.

L’industrie | L’application
La améliorer la texture en hydrolysant la cellulose dans les fibres,
production | créant des points faibles dans les fibres, rendant les fibres souples
du papier et | (Shuang ,2012).
pulpe
Les cellulases agissent sur le tissu de coton et cassent les
Textile extrémités de la petite fibre a la surface du fil, relachant ainsi le
colorant, qui est facilement éliminé par
abrasion mécanique dans le cycle de lavage
(Srivastava et al ,2019).
L’infusion de pectinase et de B-glucosidase modifie la texture, la
saveur et d’autres propriétés sensorielles telles que I’arome et les
caractéristiques volatiles des fruits et des légumes
le mélange d'enzymes contenant des pectinases, des cellulases et
des hémicellulases sont utilisés pour améliorer l'extraction de
Alimentaire | I'nuile d'olive (Kuhad, 2011) et (Imran et al ,2016).
La combinaison de cellulases et de pectinases donne des bons
résultats dans les industries du jus et du vin
(Abdulkhair, 2016).

12
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La cellulase aide a améliorer et maintenir la stabilité du sol en
Agriculture | libérant des nutriments tels que l'azote et le phosphore par la

minéralisation de la matiere organique

(Fariq, 2016).

La production du biocarburant a partir la bioconversion de la
Bioénergie cellulose en molécules de glucose pour le processus de

fermentation (Ramirez ,2016).

13
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Matériels et Méthodes

1. L’échantillonnage

Dans le but d’explorer et isolée des actinomycétes possedent une activité cellulolytique
a partir de la wilaya de Laghouat qui est caractérisé par un climat de type saharien et aride
avec une température élevé et une pluviométrie varie entre 150mm au sud. (Boutmedjet et al,
2018), des échantillons du sol ont été prélevés a partir de différents endroits : (Assafia (A)
.Tadjmout (T) .Hamda (H). Ghaicha (G). Centre-ville de Laghouat(R))
(Figure 4).

-
T w 1 : Laghouat (Hamda) ;

/""‘ g ‘k‘ (Centre-ville)
1 24 8 : Tadjmout
.-/1'1’) ., <9 :'21'.‘\_//\3\ 14 ghaicha
<

Q; g AIG 71252.’8 ;4 4 20 20 : Assafia
RGN A N e
35 Ty ';2,,\

; 18 i 2:3’ 9 3 ’ _/" \

5 o 5 \
TN e N
| I
\ _-_/"‘-‘\“E‘

-

Figure 4 : la carte géographique de Laghouat montrant les sites d'échantillonnages.

Les échantillons du sol ont été prélevés durant le mois de Janvier 2019, a partir d’une
profondeur de 10 cm de la profondeur, aprés écartement des cing premiers centimetres de la

surface du sol.

Apres prélévement, les échantillons sont déposés sur une feuille d’aluminium.

14



Matériels et Méthodes

2. Isolement des actinomycetes

2.1 Le prétraitement des echantillons du sol

Le prétraitement des échantillons permet de réduire la croissance de la flore bactérienne
indésirable, en effet, les échantillons du sol ont été séchés a la température ambiante pendant
7 jours (Jiang et al, 2016).

2.2 Préparation des dilutions et ensemencement

Dans le but d’isoler des actinomycétes possédant une activité cellulolytique, le milieu
cellulose agar, qui contient la cellulose comme seul source de carbone et d’énergie, a été
utilisé : cellulose 10 g, NaNos (1.29), KH,Po4 (6g), Mg So, (0.2g), CaCl, (0.05g), MnSo,
(0.019), Zn So,4 (0.001 g), Agar (18g) dans 11 d’eau distillée.

Afin d’inhiber la croissance des champignons, I’antifongique cyclohéximide a été ajouté a la

concentration finale de 50 ug/ml (Nejeng et al, 2017).

Des suspensions de dilutions ont été préparées par mélange de 10g de sol avec 90 ml d’eau
physiologique stérile (dilution 10™%). La suspension est vortaxé pendant 15 minutes, puis &

partir de cette solution meére, des dilutions (102,10 ,10*,10°) ont été préparées.

Un volume de 100 pL de chaque dilution est ensemencé sur le milieu cellulose agar, les boites

sont ensuite incubées a 30 °c pendant 15 jours a 30 jours et vérifier régulierement

(Ganesan et al., 2017 ; Zhang et al., 2016).
2.3 Purification des isolats d’actinomycétes

Aprés incubation, les colonies qui se rapprochent par leurs aspects macroscopiques
(colonie dure, seche et incrusté dans la gélose, et microscopique (bactéries filamenteux et
ramifier) aux actinomycetes, ont été purifiées dans le milieu caséine Agar Amidon (CAA):
Amidon (10g), Caséine (0.3g), Na cl (2g), K;H PoH (2g), MgSo4 (0.05g), CaCos (0.02g),
FeSo4 (0.01g), Agar (18g) dans 11 d’eau distillée). La purification est réalisée par des stries.
L’incubation a été réalisée a la température de 30°c pendant 5 jours

(Charousova et al, 2017).
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3. Conservation

Les souches d’actinomycétes obtenues sont conservees pour étre utisés dans des tests

ultérieurs.

La conservation est réalisée par ensemencement des isolats sur le milieu CAA (en strie)
coulé dans des tubes inclinés. Les tubes sont ensuite incubés a 30 °c pendant 7 jours. Et en
suite place en 4°c (Meklat et al, 2014).

4. Mise en évidence de P’activité cellulolytique

L’activité cellulolytique des isolats d’actinomycétes est mise en évidence par 1’utilisation de
deux milieux de cultures, le milieu cellulose agar et le milieu CMC agar : peptone (10g),
CMC (10g), KzH Po, (2g), Mg So4 (0.3g), Gélatine (2g), Agar (15g) dans 11 d’eau distillée).

Les boites contenant le milieu CMC agar et cellulose agar, sont d’abord divisé en quatre
parties, de manieres que chaque partie sera ensemencé par un isolat différents sous forme

d’une colonie unique.

Souche 1 Souche 2

Souche 4 Souche 3

Figure 5: la Méthode d’ensemencement des souches d’actinomycétes sur le milieu CMC
agar et le milieu Cellulose agar (Houfani et al, 2016).

Apres incubation des boites a 30°c pendant 15 jours, la révélation de 1’activité
cellulolytique est effectuée avec une solution de rouge Congo a 0,2% pendant 30 min suivi
par un lavage avec une solution de Nacl a 1M (mal, 2012).

L’hydrolyse de la CMC est traduite par I’observation d’un halo clair autour des colonies
(Ahmed et al, 2013).
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5. L’observation microscopique
Quelques souches d’actinomycétes qui avoir une activité cellulolytique sont observées
au microscope optique en utilisant la technique de scotch avec I’utilisation de la coloration
simple de bleu de méthyle.
La morphologie de mycélium aérien est notée au grossissement 100x10 avec I’huile

d’immersion (Bouznada et al, 2016).
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Résultats et discussions

1. Résultat d’isolement des actinomycetes

Aprés incubation pendant 15 & 30 jours a la température de 30°C, des colonies
présentent 1’aspect macroscopique et microscopique d’actinomycétes apparaissent, les

résultats obtenus sont représentés dans le tableau 5.

Tableau 5: le nombre des souches d’actinomycétes isolées a partir de chaque région de Laghouat

Les régions El’Assafia | Tadjmout Hamda El-Ghaicha | Centre-ville

Le nombre d’isolat obtenus 8 6 6 2 2

Selon les résultats du tableau (5) : 24 colonies d’actinomycetes ont été obtenues a partir de
tous les échantillons prélevés du sol de la région de Laghouat, en effet, 8 souches
d’actinomyceétes ont été isolées de la région d’ EI’Assafia, ce qui correspond au nombre le
plus élevé d’actinomycetes obtenus dans cette étude. 6 souches d’actinomycétes ont été
également récoltées du sol de Hamda, le méme nombre (6 souches d’actinomyceétes) ont été
isolés a partir de sol de Tadjmout, alors que deux souches d’actinomyceétes ont été obtenues a

partir du sol d’El-Ghaicha et le Centre-ville.
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Figure 6 : les résultats de la distribution des actinomycétes a partir de cinqg régions
de la wilaya de Laghouat
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Selon les résultats de (figure 6), il apparait que le nombre d’actinomycetes isolés & partir des
échantillons d’El-Assafia, Hamda, Tadjmout, qui sont tous des régions agricoles, est
nettement supérieur a celui obtenu a partir des echantillons d’El-Ghaicha et du centre-ville.
Ceci peut s’expliquer par le fait que les sols agricoles sont plus riches en matiere organique
par rapport aux régions non agricoles, en revanche, le nombre des actinomycétes est corrélé
positivement avec le taux de la matiére organique selon (Lee et Hwang ,2002).

D’autres paramétrés écologiques peut influencer sur la distribution des actinomycétes dans le
sol, (Sagova-Mareckova et al ,2015) montre que la quantité et la qualité des communautés
bactériennes dans le sol est influencé par I’abondance de la matiére organique, I’humidité, le

pH et la température du sol.

Le milieu de culture cellulose agar, semble sélectif pour I’obtention des actinomycetes a
partir du sol, en effet, ce milieu de culture contient la cellulose comme seul source de carbone
et d’énergie, et peu de microorganisme qui disposent I’arsenal enzymatique nécessaire pour
I’utilisation de cette molécule complexe. Saini et al (2016) ont isolés 20 souches
d’actinomycetes a partir du sol agricole, par I’utilisation d’un milieu de culture a base

minérale qui contient 1% de cellulose.
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2. Résultat de Pactivité cellulolytique

L’activité cellulolytique a été testée sur deux milieux de culture, le CMC et la cellulose
agar.

Apreés 7 jours d’incubation a 30 °c, les résultats de 1’activité cellulolitique sur le milieu
CMC des 24 souches étudiées sont illustrés dans le tableau 6.
Tableau 6 : résultats de I’activité cellulolytique des souches testées sur le milieu CMC
obtenues a partir de chaque région

Les régions Les codes des souches | L’activité cellulolitique
A ++
A, -
A; ++
EI’Assafia A, ++
As +
As +
A, ++
Ag -
Tadjmout T ++
Tz +
T3 +++
Ty +++
Ts -
T ++
Hamda H1 +
H2 ++
H3 +
H4 -
H5 -
H6 +++
Centre-ville R1 -
R2 +
Ghaicha G1 +
G2 ++

(+++) Activité élevé, (++) activité moyenne, (+) activité faible, (-) I’absence de I’activité

L’activité cellulolytique se traduit par la formation d’un halo claire, qui corresponde a
une zone d’hydrolyse due a la sécrétion de cellulase, autour des colonies d’actinomyceétes.
D’apres les résultats du tableau 6, on remarque que 18 souches d’actinomycétes, sur les 24

souches testées, ont montré une activité cellulolytique a des degrés différents.
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Plusieurs auteurs ont signalé que les actinomycetes peuvent sécréter 1’enzyme cellulase pour
la dégradation de cellulose, en effet, neuf isolats d'actinomyceétes, possédent une activité
cellulolytique, ont été isolés a partir de différents échantillons de sédiments de mangroves de
Bhitarkanika. L’activité cellulolytique a été observée, aprés formation d’un halo claire autour
de la colonie d’actinomycete, sur le milieu CMC agar en utilisant le rouge Congo comme
colorant (Kishore ,2014).

L’absence d’activité cellulolytique chez certaines souches d’actinomycétes, peut étre
expliquée, soit par ’absence de I’enzyme cellulase ou par la non induction du géne qui code
pour la biosynthese de cellulase, en effet, (Mondejar et al ,2016) montre que la présence de
génes qui code pour la biosynthése de cellulase et de I'némicellulase dans un génome,
n'implique pas nécessairement que la souche bactérienne est capable de dégrader la cellulose.
Les souches d’actinomyceétes actives ont été subdivisées, a 1’ceil nu, en fonction de leurs
activités cellulolytique (Figure 7), en activité élevé (+++), activité moyenne (++), activité

faible (+), pas d’activité (-).

Par conséquence, parmi les 18 souches actives, quatre isolats ont montré une activité
cellulolytique élevée (T4, T3, T4, Hg), 8 isolats ont montré une activité cellulolytique moyenne
(A, As Ay A; Tg Hy Ry Gy), alors que les 12 isolats restent présentés une activité

cellulolytique faible ou nulle (figure8).

Aucune activité Activité faible
25% 29%

Figure 7: Répartition de 1’activité cellulolytique de souches testées.
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Les résultats de la dégradation de cellulose microcristalline, aprésl5 jours d’incubation a

30°c, indiquent I’absence de 1’activité cellulolytique, ceci est expliqué par la difficulté de la

dégradation de cette molécule complexe par rapport au Carboxymethyl Cellulose (figure 9).

Figure 9 : Dactivité cellulolytique de quelques souches d’actinomycetes sur le milieu
cellulose agar.
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La comparaison entre les résultats de la dégradation de CMC et de cellulose cristalline,
indique que le CMC est un bon substrat pour I’induction de la sécrétion de ’enzyme cellulase,
en effet, des resultats similaires ont été obtenus par (Fatokun et al ,2016), qui a étudié 1’effet
de plusieurs sources de carbone, cellulose microcristalline, CMC, cellobiose, mannose,
arabinose ,galactose, D-glucose, D-xylose, sur I’induction de la sécrétion de cellulase par une
souche de Streptomyces marine, les résultats obtenus indique que la meilleure source de
carbone qui induit la sécrétion de cellulase est le CMC, alors que ’activité cellulolytique a été
absente quand il a utilisé la cellulase microcristalline comme seul source de carbone.

Jusqu'a présent, l'activité cellulolytique des souches fongiques était la plus élevée parmi les
microorganismes. Les actinomycetes, tres proches morphologiquement aux champignons
microscopiques, en particulier le genre Streptomyces, présentent une activité cellulase

nettement supérieure a celle des espéces bactériennes pures.

3. Diversité morphologique de souches isolees

Les colonies obtenues, aprés la purification sur le milieu caséine agar amidon (CAA),
étaient toutes incrustées dans la gélose, avec différents, taille, forme et couleur.
Les colonies d’actinomycetes ont ¢été reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique. Elles apparaissent seéches, rugueuses, colorées ou non, et présentent un
mycélium végétatif et aérien, certaines montrent seulement un mycélium du substrat.
L’aspect microscopique, indique la présence des fins filaments ramifiés qui est un caractere
morphologie typique des actinomycétes
Quelque souches d’actinomyceétes ont €té prélevées, au hasarde, sur la base de 1’observation

macroscopique et microscopique, les souches prélevé ont été subdivisées en cing groupes :
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Groupe 1: ce groupe se caractérise par une surface des colonies poudreuses. Apres
maturation, les souches développent un mycélium aérien de couleur blanchétre, il n’y a pas

production de pigments diffusibles.

Le mycélium aérien forme des longues chaines de spores droites et immobiles (figure 10).

Aspect macroscopique du mycélium de  observation microscopique du mycélium
substrat de I’isolat T'1 aérien de ’isolat T1 (a grossissement 100)

Figure 10: I’aspect morphologique de la souche T1

Groupe 2 : ce groupe se caractérise par la formation de colonies poudreuses de couleur grise
au centre, blanche aux bords, il n’y a pas de production des pigments diffusibles.

Le mycélium aérien possédant des chaines de spores enroulées a I’extrémité. (Figure 11).

Aspect macroscopique du m&éélium de ~ observation microscopique du mycélium
substrat de I’isolat A5 aérien de I’isolat A5 (a grossissement 100)

Figure 11 : I’aspect morphologique de la souche A5
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Groupe 3 : ce groupe se caractérise par la formation des colonies de surface poudreuse, de

couleur blanchatre, il n’y a pas production de pigments diffusibles.

Le mycélium aérien se forme des longues chaines de spores (10-20), qui étaient immobiles
(figure 12).

Aspect macroscopique du mycélium de observation microscopique du mycélium
substrat de I’isolat Al aérien de I’isolat Al (a grossissement 100)

Figure 12 : I’aspect morphologique de la souceh Al.

Groupe 4 : ce groupe se caractérise par la formation des colonies poudreuses de couleur
grise. Il n’y a pas de production des pigments diffusibles.
Le mycélium aérien port de courtes chaines de spores immobiles (figure 13).

b
Aspect macroscopique du mycélium de observation microscopique du mycélium
substrat de 1’isolat H2. aérien de I’isolat H2 (a grossissement 100)

Figure 13 : I’aspect morphologique de la souche H2.
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Groupe 5: ce groupe se caractérise par la formation des colonies poudreuses, avec
production des pigmentations jaunes.

Le mycélium filamenteux ramifie (Figure 14).

Aspect macroscopique du mycélium observation microscopique du mycélium
de substrat de I’isolat R5 aérien de I’isolat R5 (a grossissement 100)

Figure 14 : I’aspect morphologique de la souche R5.

D’aprés les résultats morphologiques des souches testées on peut estimer que les isolats
obtenus appartiennent aux genres qui se caractérisent par la formation de chaine de spores
telles que le genre Streptomyces (Genilloud, 2012).

L’étude morphologique des souches d’actinomycetes peut orienter 1’identification, en effet
cératines genres d’actinomycetes peuvent étre reconnue directement par leurs aspects
microscopiques, en effet, le genre Planomonospora, formant des sporanges cylindriques
(Chaouch et al, 2018), le genre Spirillospora, formant des sporanges sphériques avec
libération des spores mobiles (Song et al, 2018). Mais actuellement, 1’identification des
actinomycetes est basée sur le séquencage du géne qui code pour I’ARNr16s

(Qinyuan et al.2016).
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Conclusion

La préoccupation actuelle est de rechercher des alternatives de 1’énergie fossile, en particulier
le pétrole et le gaz, en effet, la tendance actuelle est les recherches orientées vers 1’énergie
renouvelable, en particulier 1’énergie issue de la fermentation de la biomasse pour produire le
bioéthanol. Ceci nécessite d’abord la transformation de cellulose en glucose par le billet des
cellulases.

Parmi les sources de cette enzyme en trouvent les actinomycetes, bactéries a Gram positive
avec un G+C élevé, surtout ceux obtenus a partir des régions non exploitées. Notre travail
vise a isoler des actinomyceétes a partir du sol algérien et la mise en évidence de leur activité
cellulolytique.

24 souches ont éte isolées a partir du sol de differentes régions de la wilaya de Laghouat. En
effet, 8 souches ont été obtenues a partir du sol de El-Assafia, 6 souches a partir de la région
de Tadjmout et Hamda, alors que deux souches ont été obtenues a partir des deux régions de
El- Ghicha et du centre-ville. Toutes les souches ont été testé pour la mise en évidence
I’activité cellulolitique contre deux substrats (CMC, Cellulose agar), les résultats obtenus
indiquent que, 18 isolats, sur les 24 souches, ont montré une activité cellulolytique sur le

milieu CMC, alors qu’aucune activité n’a été remarqué contre la cellulase microcristalline.

Les 18 souches actives ont été groupées en fonction de leur activité cellulolytique sur le
milieu CMC, en revanche, 4 souches ont montré une activité forte, 8 souches ont une activité

moyenne, alors 12 souches ont montré une activité faible a nulle.

Une caractérisation morphologique a été effectuée par I’observation microscopique du
mycélium aérien par la technique de scotch, alors qu’une caractérisation culturale a été
effectuée pour les isolats obtenus. Les résultats obtenus de I’étude morphologique ont permis
le rapprochement des isolats caractérisé au genre Streptomyces selon le Bergey’s manual of

systématique.

Comme perspective de ce travail,

v L’identifier moléculaire des souches obtenues,
v Extraire et purification de I’enzyme cellulase.

v Etude de I’activité enzymatique des cellulases.
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Résumé

L’investigation des écosystémes inexplorés est cruciale pour 1’obtention de nouvelles souches qui
peuvent étre la source de nouvelles enzymes dont la cellulase. La présente étude vise 1’isolement des
actinomyceétes et la mise en évidence de leurs activités cellulolytique. 24 souches d’actinomycétes ont
été isolées a partir de différentes régions de la wilaya de Laghouat par 1’utilisation de milieu cellulose
agar. La mise en évidence de I’activité cellulolytique a été évalué sur deux milieu de cultures, le
carboxymethyle cellulose (CMC) agar, et la cellulose agar avec I’utilisation de la coloration de rouge
Congo pour la révélation de I’activité cellulolytique. Parmi les 24 souches isolées, 18 souches ont
montré une activité cellulolytique, en effet, 4 souches ont montré une activité cellulolytique élevée, 8
souches ont montré une activité cellulolytique moyenne, alors que 6 souches ont une activité
cellulolytique faible. Quelques isolats actifs ont été rapprochés morphologiquement au genre
Streptomyces.

Mots clés : Isolement, Actinomyceétes, Laghouat, cellulose, cellulase.

Abstract

The investigation of unexplored ecosystems is crucial for obtaining new strains that can be the source
of new enzymes including cellulase. The objective of the present study is the isolation of
actinomycetes and evaluation of their cellulolytic activities. 24 strains of actinomycetes were isolated
from different regions of the wilaya of Laghouat using the cellulose agar medium. The cellulolytic
activity was evaluated using two culture medium, carboxymethyl cellulose (CMC) agar, and cellulose
agar, using Congo red as dye. Among 24 strains of actinomycetes isolated, 18 strains showed
cellulolytic activity, in fact, 4 strains showed good cellulolytic activity, 8 strains showed moderate
cellulolytic activity, while, 6 strains have weak cellulolytic activity. Some active isolates have been
morphologically approximated to the genus Streptomyces.

Keyword : Isolation, Actinomycetes, Laghouat, cellulose, cellulase.
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