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Les actinobactéries sont un groupe important de bactéries Gram-positives appartenant au

phylum Actinomycetota. Elles se distinguent par une teneur élevée en guanine-cytosine (GC)

dans leur génome et par la présence de nombreux gènes codant pour des métabolites secondaires

bioactifs, notamment des antibiotiques. Le genre Streptomyces est le représentant le plus connu

de ce groupe, reconnu pour sa remarquable capacité à produire une grande diversité

d’antibiotiques, à l’origine de plus de deux tiers des antibiotiques utilisés en clinique à ce jour

(MAST et STEGMANN, 2019).

La rhizosphère, zone du sol influencée par les exsudats racinaires, constitue un habitat

privilégié pour les actinobactéries. Leur abondance dans cet environnement s’explique par leur

aptitude à synthétiser une vaste gamme de composés antimicrobiens, ainsi que d'autres

métabolites d’intérêt, leur conférant un net avantage écologique. Ces propriétés contribuent à la

fertilité des sols, à la stimulation de la croissance végétale, à la protection des plantes contre les

phytopathogènes et à l’amélioration de leur tolérance face aux stress abiotiques (JAVED et al.,

2021 ; NAGENDRAN et al., 2021).

Initialement peu considérées sur le plan pratique, les actinobactéries ont suscité un intérêt

croissant à partir des années 1940, notamment après la découverte de la streptomycine en 1943.

Depuis lors, elles occupent une place centrale dans les domaines pharmaceutique, médical,

vétérinaire, agricole et environnemental (BOUKAHILI et al., 2020). En plus de leur rôle

antimicrobien, ces microorganismes participent activement aux grands cycles biogéochimiques,

notamment à travers la production d’acides organiques, la fixation de l’azote atmosphérique, et la

dégradation de composés complexes tels que la cellulose et la chitine, contribuant ainsi au

renouvellement de la matière organique et à la dynamique du carbone (SALWAN et SHARMA,

2020).

Au-delà de leur capacité à produire des antibiotiques, les actinobactéries sont également

réputées pour leur aptitude à synthétiser diverses enzymes extracellulaires (telles que amylase,

protéase, cellulase, xylanase, pectinase et gélatinase), qui trouvent des applications dans de

nombreux secteurs industriels (agroalimentaire, pharmaceutique, textile, etc.)

(VIJAYABHARATHI et al., 2016) . Par ailleurs, ces microorganismes peuvent produire des

exopolysaccharides (EPS) et des biosurfactants naturels, qui jouent un rôle crucial dans la

formation de biofilms, la biodégradation de composés hydrophobes, et la bioremédiation de sols



Introduction générale

3

contaminés. Les EPS possèdent des propriétés rhéologiques, émulsifiantes et antioxydantes qui

les rendent prometteurs pour des usages biotechnologiques variés, notamment en cosmétique, en

médecine et dans l’industrie agroalimentaire (Ghosh et Dutta, 2020).

L’objectif principal de ce travail est d’évaluer le potentiel biotechnologique

d’actinobactéries isolées à partir de sols de la région semi-aride de Khenchela à travers

l’évaluation des activités antimicrobiennes, des activités enzymatiques spécifiques et de la

production d’EPS biosurfactants.

Le manuscrit est structuré comme suit :

 Première partie : Synthèse bibliographique divisée en deux chapitres :

- Chapitre 1 : Généralités sur les actinobactéries.

- Chapitre 2 : Applications biotechnologiques des actinobactéries.

 Deuxième partie : Partie expérimentale comprenant:

 Le criblage de souches d’actinobactéries isolées de sols semi-arides pour

leur potentiel antimicrobien.

 L’évaluation de diverses activités enzymatiques (amylase, protéase,

xylanase, gélatinase, pectinase, cellulase) chez les isolats étudiés.

 L’étude de la capacité de production d’EPS par les actinobactéries testées

et la détermination de l’indice d’émulsification associé.
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Chapitre 1 : Généralités sur les actinobactéries

1. Définitions et généralité sur les Actinobactéries

Les actinobactéries, classées parmi les Actinobacteria, sont des bactéries à Gram positif

caractérisées par un pourcentage élevé de bases G-C dans leur génome, généralement situé entre

60 et 75 % (BELYAGOUBI,2014).

Les actinobactéries ont longtemps été perçus comme un groupe intermédiaire entre les

bactéries et les champignons (BOUZIANI et ABDELHAFIDI, 2019). Aréobies et formant des

spores, la plupart des espèces sont hétérotrophes, mais certaines sont des chimio-autotrophes. La

majorité des actinobactéries sont des organismes libres, largement répandus dans les écosystèmes

terrestres et aquatiques, affirmant ainsi leur caractère ubiquitaire (BARAKA, 2016). Certaines

espèces nécessitent des éléments nutritionnels spécifiques, comme des vitamines ou des acides

aminés particuliers (BOUAZIZ, 2018).

2. Écologie et la distribution des Actinobactéries

Les actinobactéries sont l’un des groupes de micro-organismes les plus répandus dans la

nature (tableau 1). Elles abondent dans une grande variété de sols, notamment les sols sableux,

les sols alcalins, les sols forestiers et les sols sahariens (RACHNIYOM et al., 2018). Sur le plan

physiologique, les actinobactéries de type aérobie sont les plus répandus, tandis que les formes

anaérobies se rencontrent principalement chez les animaux et les humains. Les actinobactéries

préfèrent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement mésophiles d’autres sont

thermophiles (BOUCHEFFA, 2011).

La majorité des actinobactéries sont des organismes saprophytes, capables de décomposer

des matières organiques complexes et non biodégradables par les champignons ou d'autres

bactéries, telles que la kératine, la cellulose ou encore la lignine sous forme polymérique. Elles

possèdent également la faculté de synthétiser des substances à propriétés probiotiques et

antibiotiques (BOUAZIZ, 2018).
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Tableau 1: Habitats de certaines actinobactéries (GRIGOROVA et NORRIS, 1990).

3. Classification des actinobactéries

Le phylum des Actinobacteria se distingue par sa grande diversité et sa complexité. Il est

composé de 5 ordres, 13 sous-ordres, 48 familles et plus de 200 genres bactériens, comme illustré

dans la figure 1 (BELYAGOUBI, 2014).

HabitatsActinobactéries

Eau douce, litière végétale, sol.Actinoplanes

Nodules racinaires des non-légumineuses.Frankia

Eau douce, sédiments, sols humides.Micromonospora

Boues activées.Nocardia amarae

Déjections animales, eau, sol.Rhodococcus coprophilus

Moisissures du foin.Saccharopolyspora rectivirgula

Sol, litière végétale, eau.Streptomyces

Compost.Thermoactinomyces
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Figure 1: La classification du phylum des actinobactéria (PRESCOTT et al., 2010).
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3.1 Critères morphologiques des actinobactéries

Les caractéristiques culturales , autrement dit les traits observables à l’œil nu, permettent

parfois de distinguer les groupes d’actinobactéries les uns des autres ces caractéristiques incluent

les critères macroscopiques et microscopiques (BOUALI et al., 2022).

Figure 2 : Colonie d’actinobactéries en croissance sur gélose (PRESCOTT et al., 2010).

3.1.1 Critères phénotyphiques

 Critères macroscopiques (WILLIAMS et al., 1983)

- La capacité à produire ou non un mycélium aérien (MA).

- La présence d’un mycélium de substrat (MS).

- La L'identification de la couleur du MA et du MS, ainsi que celle des pigments diffusibles dans

le milieu de culture.

 Critères microscopiques (KAMPFER, 2012).

- Fragmentation ou non du mycélium du substrat.

- Formation de spores exogènes sur milieu MA ou MS : observer la forme, la taille et la

disposition de ces spores (en chaînes ou isolées).

- Absence ou présence de sporophores.

- Aspect de la surface des spores : lisse, rugueuse, chevelue ou épineuse.

- Présence ou absence de vésicules sporangiées sur les milieux MA ou MS.
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- Mobilité des spores : mobiles ou immobiles.

3.2 Critères chimiotaxonomiques des actinobactéries
Les composés chimiques tels que les acides aminés, les sucres et les lipides jouent un rôle

essentiel en chimiotaxonomie bactérienne. Parmi les acides aminés pariétaux, l’acide

diaminopimélique (DAP) peut être remplacé par la lysine et la glycine. En ce qui concerne les

sucres d’importance taxonomique (tableau 2), on retrouve notamment les couples arabinose-

galactose, xylose-arabinose, ainsi que la madurose . Les lipides d’intérêt en chimiotaxonomie

incluent les phospholipides, les acides mycoliques partiels, ainsi que les ménaquinones

membranaires (tableau 3), (BOULALI, 2018).

Tableau 2 : Profils des sucres cellulaires totaux des Actinobacteries, (LECHEVALLIER et

LECHEVALLIER, 1970).

Type de

composition

en sucres

cellulaires

Sucres caractéristiques Genres représentatif

A Arabinose,

Galactose

Nocardia,

Rhodococcus,

Saccharomonospora

B Madurose Actinomadura

Streptosporangium

Dermaphilus

C Aucun Thermomonospora,

Actinosynnema

D Arabinose, xylose Micromonospora, Actinoplanes
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Tableau 3. Types de phospholipides membranaires rencontrés chez les actinobactéries

(BOUAZIZ, 2018).

PE : phosphatidyléthanolamine, PC : phosphatidylcholine, PG : phospholipides contenant de la

glucosamine, PGI : phosphatidylglycérol. + : présent; - : absent ; v : variable selon les genres et

les espèces. Le Phosphatidylinositol PI est présent chez toutes les actinobacteries.

3.3 Les critères physiologiques

L'étude des caractéristiques physiologiques a également été adoptée par les taxonomistes

pour différencier les espèces d'actinobactéries. Ces caractéristiques incluent des tests de

dégradation de composés organiques (glucides, protéines, lipides, polymères, etc.),des

évaluations de résistance à divers agents chimiques (comme les antibiotiques et d'autres

substances), ainsi que des tests de tolérance aux variations de pH, de température, et de salinité.

(BOUDJELAL et BENCHEIKH, 2012).

Types de phospholipids PE PC PG PGI Genres représentatifs

PI - - - V Actinomadura

PII + - - - Streptomyces,

Pseudonocardia.

PIII - + - V Nocardiopsis,

Amycolatopsis.

PIV + - + - Nocardia,

Nonomuraea.

PV - - + + Oerskovia.
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3.3.1 Le pH

Généralement, les actinobactéries préfèrent un pH neutre ou peu alcalin. Toutefois, certains

d'entre elles ont été isolés dans des écosystèmes caractérisés par des conditions de pH extrêmes,

comme les lacs hautement alcalins (BELYAGOUBI, 2014).

3.3.2 L’Oxygène

Selon leurs types respiratoires, on peut répartir les actinobactéries en deux groupes :

 Les formes fermentatives anaérobies, représentées par le genre type Actinomyces, qui sont

des commensales obligatoires des cavités naturelles de l’homme et des animaux

supérieurs, Ils font partie de la flore de Veillons (ZANANE, 2019).

 Les formes oxydatives aérobies, telles que les Streptomyces, sont abondantes dans la

nature en particulier sur le sol.

3.3.3 La température

Généralement, les actinobactéries sont mésophiles mais certaines espèces sont thermophiles.

Les actinobactéries thermophiles tolèrent des températures allant jusqu’à 60°C (BELYAGOUBI,

2014). C’est principalement le genre Thermoactinomyces qui produit des spores résistantes à une

température de 90°C. Le genre Streptomyces comporte aussi des espèces thermophiles comme

Streptomyces thermocoprophilus et même psychrophiles (DJABALLAH, 2010).

3.4 Les critères génétiques

Dès 1936, il a été proposé l'utilisation d'une taxonomie phylogénétique, mais les outils

nécessaires au développement d'une telle taxonomie n'étaient pas disponibles et il fallut attendre

la deuxième moitié du 20ème siècle pour qu'une taxonomie phylogénétique commence à se mettre

en place ( ZANANE, 2019).
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Parmi les principales techniques moléculaires utilisées en taxonomie (CHELGHOUM et al. ,

2019) :

 L’analyse des séquences de l’ADN codant pour l’ARN ribosomique 16S (ADNr 16S).

 L’hybridation ADN-ADN.

 La détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%) (tableau 4).

 L’analyse des séquences des protéines ribosomiques.

Tableau 4: Coefficient de Chargaff (GC %) des différents genres d’actinobactéries (BOUAZIZ,

2018).

Genre GC%

Mycobacterium

Actinomyces

Nocardia

Streptomyces

Micromonospora

Actinoplanes

64 à 70

63 à 73

67 à 69,4

69 à 76

71,4 à 74,8

70,6 à 76
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Chapitre 2 : Applications biotechnologiques des actinobactéries

1. Le Métabolisme des Actinobactéries

Les actinobactéries constituent un groupe vaste et diversifié de bactéries connues pour

produire une large gamme de métabolites primaires et secondaires, dont beaucoup ont des

activités biologiques importantes, notamment des antibiotiques, des agents anticancéreux et des

immunosuppresseurs (ALWAL et PARKINSON , 2023).

1.1 Le métabolisme primaire

Les actinobactéries possèdent un métabolisme primaire semblable à celui d'autres

organismes. Les métabolites primaires ou généraux essentiels forment la structure cellulaire et

garantissent le bon fonctionnement du métabolisme global. Ils sont produits au cours des

réactions cataboliques et anaboliques. Ces processus permettent aux cellules de recevoir des

métabolites intermédiaires et de fournir l'énergie nécessaire à la synthèse de macromolécules

essentielles telles que les lipides, les protéines, les acides nucléiques et les polysaccharides

(IBRAHIMI, 2020).

1.2 Métabolisme secondaire

Le métabolisme secondaire se distingue du métabolisme primaire car il englobe des

métabolites qui ne jouent pas un rôle direct dans la croissance et la survie de l'organisme

(THEILLEUX et al., 1993) .Plus généralement, le métabolisme secondaire est perçu comme

l'ensemble des processus de synthèse de composés qui n'exercent pas de fonctions évidentes dans

le métabolisme cellulaire (COLOMBIE, 2005).

2. Applications des actinobactéries

Les actinobactéries reconnues pour leur extraordinaire capacité à produire des métabolites

secondaires, elles jouent un rôle central dans de nombreuses applications biotechnologiques

(figure 3). Du célèbre Streptomyces, producteur de la streptomycine, aux espèces extrêmophiles
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explorées pour leurs enzymes thermostables, les actinobactéries offrent un réservoir inestimable

de ressources pour la santé, l’agriculture, l’industrie et l’environnement (MEBRAT, 2024).

Figure 3: Utilisations potentielles des actinobactéries du sol pour les applications

pharmaceutiques, alimentaires, agricoles et environnementales (NAZARI et al .,2022).

2.1 Applications pharmaceutiques et médicales

Les actinobactéries occupent une place cruciale dans la fabrication de plusieurs

médicaments indispensables à notre santé et à notre alimentation. L'augmentation récente des

maladies provoquées par des bactéries multi résistantes pathogènes explique l'efficacité des

recherches de nouveaux antibiotiques pour lutter contre ces agents pathogènes. Des produits

naturels dotés de structures bénéfiques présentent des activités biologiques. L'environnement

demeure le réservoir le plus abondant et le plus multifonctionnel pour la découverte de nouveaux

antibiotiques (figure 4) (RANJANI et al., 2016).
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Figure 4 : Antibiotiques issus d'Actinobactéries (RANJANI et al., 2016).

2.1.1 Les antibiotiques

Les actinobactéries sont largement reconnus comme la principale source d'antibiotiques

(tableau 5), fournissant les deux tiers des antibiotiques actuels. Produits par ces micro-

organismes figurent notamment les anthracyclines, les aminosides, les β-lactamines, le

chloramphénicol, les macrolides, les tétracyclines, les nucléosides, les peptides et les polyéthers.

Jusqu'en 1974, la production d'antibiotiques à partir d'actinobactéries concernait presque

exclusivement les espèces du genre, Streptomyces. Récemment, l'accent a été mis sur

l'exploration des souches d’espèces rares d’autres genres comme Actinomadura, Actinoplanes,

Ampullariella, Actinosynnema et Dactylosporangium pour découvrir de nouveaux antibiotiques

(CHAVAN et al .,2013).
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Tableau 5 : Exemples d’antibiotiques produits par des actinobactéries (ARAR, 2019).

Principales

Classes

d’antibiotiques

Exemples

d’antibiotiques

Actinobactéries

productrices

Mode d’action

Aminocyclitols Streptomycine Streptomyces

griseus

Inhibent la synthèse

protéique au niveau de la

sous unités 30S du

ribosome.

Tétracycline Chlortétracycline Streptomyces

aureofaiens

Inhibent la synthèse

protéique au niveau de la

sous unités 30S du

ribosome.

B-lactamines Céphamycine Streptomyces spp Inhibent la dernière étape de

la synthèse du

peptidoglycane, ce qui

entraîne une lyse

bactérienne.

Macrolides Tylosine Streptomyces

fradiae

Inhibent la synthèse

protéique au niveau de la

sous unités 50S du

ribosome.

Rifamycines Rifampicines Nocardia

mediteranei

Inhibent la synthèse des

acides nucléiques (forment

un complexe avec l’ARN

polymérase).

2.1.2 Actinobactéries et innovations thérapeutiques

Les actinobactéries, notamment celles du genre Streptomyces, sont depuis longtemps

reconnues pour leur capacité à produire des antibiotiques, mais leur potentiel pharmaceutique

s’étend bien au-delà de cette seule catégorie de biomolécules. De nombreuses espèces sont en
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effet capables de biosynthétiser des composés anticancéreux, immunomodulateurs, antiviraux ou

encore antiparasitaires. Parmi les anticancéreux les plus notables figurent la dactinomycine, la

mitomycine C et la doxorubicine, qui interfèrent avec l’ADN des cellules tumorales et sont

largement utilisés en chimiothérapie (NEWMAN et CRAGG, 2020). D'autres actinobactéries

produisent des immunosuppresseurs tels que la rapamycine (ou sirolimus), utilisée dans la

prévention du rejet de greffe et étudiée pour ses effets potentiels sur la longévité cellulaire

(SAXTON et SABATINI, 2017). Leurs métabolites secondaires comprennent également des

agents antiviraux, et des molécules antiparasitaires, à l’instar de l’avermectine, issue de

Streptomyces avermitilis, couramment utilisée contre les parasites humains et vétérinaires

(OMURA et CRUMP, 2004).

Grâce aux avancées en génomique, il devient aujourd’hui possible d’exploiter les voies

biosynthétiques silencieuses et de révéler un immense potentiel encore inexploité. Ainsi, les

actinobactéries apparaissent comme des ressources majeures dans la recherche de nouveaux

agents thérapeutiques, au-delà du spectre antimicrobien classique (NEWMAN et CRAGG,

2020).

2.2 Applications industrielles

Un large éventail d'enzymes et de leurs produits (tableau 6), utilisés dans les industries

biotechnologiques et biomédicales, (PRAKASH et al., 2013). Les actinobactéries sont connues

comme des bio-usines d'enzymes, avec des applications dans les secteurs du textile, des

bioraffineries, de l'alimentation, des pâtes et papiers, de l'agriculture, des détergents et de

l'industrie pharmaceutique (OUCHARI, 2019). Ainsi, de nouvelles enzymes peuvent être

obtenues à partir d'actinobactéries présents dans des habitats extrêmes, offrant un potentiel

commercial considérable.

2.2.1 Les enzymes

 Les Amylases

Les amylases sont des enzymes hydrolases capables de dégrader l’amidon en sucres plus

simples, tels que le maltose, le glucose ou les dextrines. Parmi les divers microorganismes

producteurs, les actinobactéries, notamment les genres Streptomyces, Nocardiopsis et
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Actinomyces, se distinguent par leur capacité à produire des amylases extrêmement stables,

actives dans des conditions extrêmes de pH, de température ou de salinité (SEYEDKAZEMI et

NAJAFPOUR, 2019). Ces propriétés confèrent à ces enzymes un intérêt majeur pour des

applications industrielles variées telles que la saccharification de l’amidon dans l’industrie

alimentaire, le détachage des tissus dans le secteur textile, le traitement des pâtes à papier en

papeterie, ou encore la production de biocarburants par hydrolyse enzymatique des substrats

lignocellulosiques (SAXENA et al., 2007).

Les amylases des actinobactéries présentent une grande diversité structurelle, incluant

notamment des α-amylases, des glucoamylases et des pullulanases, ce qui permet une adaptation

à différentes conditions et processus industriels (SEYEDKAZEMI et NAJAFPOUR, 2019). Par

ailleurs, les techniques modernes telles que la fermentation en milieu solide, l’ingénierie

enzymatique et la bioinformatique structurale permettent d’optimiser leur production et leurs

performances. L’exploitation de souches isolées d’environnements extrêmes, tels que les milieux

halophiles ou thermophiles, ouvre la voie à la découverte d’amylases innovantes, robustes et

adaptées à des procédés industriels respectueux de l’environnement (SAXENA et al., 2007).

 Les Cellulases

Le genre Streptomyces est le principal producteur de cellulases et possède la capacité de

fermenter la cellulose. Il a été rapporté que les cellulases produites par Streptomyces sp sont

hautement thermostables. Cependant, elles peuvent être utilisées comme détergents et restaurer la

couleur des tissus. De plus, certaines cellulases recombinantes utilisées commercialement sont

issues des genres Thermobifidaet Micromonospora (MANDAL, 2020) .

 Les xylanases

Les xylanases sont une autre catégorie d’enzymes importantes produites par le genre

Streptomyces et utilisée commercialement. Les xylanases extraites de deux espèces

d'actinobactéries : Actinomadura sp et Nonomurae aflexuosa, sont hautement thermostables et

possèdent une activité spécifique qui leur confère une grande valeur industrielle La production

de xylanases a également été observée chez les espèces de Thermomonospora fusca toutefois,
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les industries du papier et de la pâte à papier utilisent fréquemment des xylanases recombinantes

issues d'actinobactéries en raison de leur grande résistance à la chaleur et de leur stabilité de pH

(figure 5) (MANDAL, 2020).

Figue 5: Application des xylanases dans l’industrie alimentaire (FERNANDES DE

SOUZA et al., 2022).

 Les Pectinases

Les pectinases sont un ensemble d'enzymes responsables de la dégradation des substances

pectiniques, soit par des réactions de dépolymérisation, comme les hydrolases et les lyases, soit

par désestérification grâce aux estérases .Certaines actinobactéries sont capables de produire ces

enzymes, comme le démontrent les recherches sur Streptomyces lydicus Parmi les pectinases, les

polygalacturonases occupent une place très importante et sont largement utilisées dans l'industrie

(MUKHTAR et al,. 2017).

 Les Protèases

Depuis des décennies, la recherche de nouvelles protéases pour leurs applications

industrielles se poursuit. Certaines espèces de Streptomyces produisent des protéases, tandis que

d'autres genres produisent des protéases tolérantes au sel .Les industries du cuir utilisent les

protéases de Nocardiopsis sp ; pour la dégradation des proteines des peaux. Les protéases de
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Streptomyces sp. sont utilisées pour décaper les peaux de chèvre, ce qui s'est avéré rentable

économiquement et écologiquement ; Elles sont également utilisées comme additifs dans les

détergents. Les protéases de Streptomyces sp ont une activité kératinolytique utilisée dans les

procédés agroalimentaires pour dégrader les plumes, les poils, les ongles et la corne. De plus, le

genre Microbispora est également connu pour produire les protéases (MANDAL, 2020).

 Les Chitinases

Les chitinases sont réputées pour leur rôle en tant qu'agents biologiques de lutte contre les

champignons phytopathogènes, les nématodes et autres. Par conséquent, les actinobactéries

produisent des chitinases qui sont fortement thermostables et efficaces à divers niveaux de pH.

Ainsi, ces propriétés particulières de cette enzyme lui offrent une multitude d'applications dans le

domaine industriel (figure 6) (RIFAT et al., 2013).

Les chitinases ont de nombreuses applications dans les domaines biochimiques,

alimentaires et chimiques. Surtout dans le domaine de la biotechnologie pour la gestion des

déchets, la conversion des déchets de chitine en bio-fertilisant, ou encore la production de

protéines unicellulaires (POU). Et aussi des applications dans la lutte contre les parasites en

agriculture et dans les soins de santé pour l'homme. Ces dernières sont également utilisées pour la

conversion de la biomasse à forte teneur en chitine en composants utiles (dépolymérisés) pour

combattre les agents pathogènes fongiques et les insectes nuisibles aux végétaux. Dans le

domaine médical, Ils sont essentielles pour augmenter l'efficacité des traitements antifongiques

destinés à traiter les infections fongiques (RIFAT et al., 2013).
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Les chitobioses générées par Microbispora sp ont des vertus antioxydantes et servent

d'additifs alimentaires ainsi que dans le domaine biomédical (MANDAL, 2020).

Figure 6: Différentes applications industrielles des enzymes chitinolytiques ( SINGH et

GUPTA, 2015).
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Tableau 6 : Liste des enzymes isolées à partir d’actinobactéries et de leurs applications dans

l'industrie (DEROUICHE et al ., 2011).

Enzyme Exemples

d’Actinobactéries

productrices

Application dans l’industrie

Protéase Micromonospora sp Dans le traitement des eaux usées.

Cellulase Streptomyces spp

.

La production durable de biocarburants.

Lipase Streptomyces griseus Utilisées dans la bio remédiation et dans

la synthèse d’arômes.

Xylanase Actinomadura sp. L’hydrolyse des résidus agricoles

comme les déchets, les tourteaux

Pectinase Actinomadura Le traitement des déchets agro

industriels comme le cheveux.

Amylase Saccharomonospora

viridis

Utilisées dans l'industrie de la

boulangerie.

2.3 Exopolysaccharides et biosurfactants des actinobactéries

Les actinobactéries, en particulier celles appartenant au genre Streptomyces et Rhodococcus,

sont capables de produire une large gamme de biopolymères extracellulaires, notamment des

exopolysaccharides (EPS) et des biosurfactants, qui présentent un intérêt croissant pour les
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biotechnologies industrielles, environnementales et biomédicales. Les EPS, tels que la xanthane,

le levane ou des polysaccharides spécifiques à certaines espèces, sont des macromolécules

hydrophiles sécrétées dans le milieu extracellulaire. Ils jouent un rôle clé dans la protection

cellulaire, la formation de biofilms, mais aussi dans des applications industrielles comme les

agents épaississants, gélifiants ou stabilisants (KAUR et al., 2019). Par ailleurs, certaines

actinobactéries produisent des biosurfactants amphiphiles, capables de réduire la tension de

surface et d’émulsifier des composés hydrophobes, ce qui les rend particulièrement utiles pour la

bioremédiation, le nettoyage pétrolier, ou encore comme adjuvants dans les formulations

pharmaceutiques (SATPUTE et al., 2010).

Comparés à leurs homologues synthétiques, ces bioproduits se distinguent par leur

biodégradabilité, leur faible toxicité et leur production à partir de substrats renouvelables, ce qui

en fait des alternatives écologiques prometteuses. Les approches de bio-ingénierie et l’utilisation

de milieux de culture optimisés permettent d’augmenter significativement les rendements de

production de ces composés. Ainsi, l’exploitation des EPS et biosurfactants des actinobactéries

ouvre de nouvelles perspectives en bioéconomie circulaire, notamment dans les secteurs de

l’environnement, de l’agroalimentaire et de la médecine (KAUR et al., 2019).

2.4 Applications dans le domaine Agronomique

Les actinobactéries jouent un rôle crucial dans le recyclage de la matière organique, grâce

à leur capacité à dégrader des substances complexes que les autres bactéries non mycéliennes et

les champignons ne peuvent pas décomposer. En outre, ils protègent les racines des plantes

contre les invasions fongiques. Ils ont également la capacité de dégrader ou recycler les toxines

produites par des champignons toxinogènes, réduisant ainsi leur teneur dans les produits

agroalimentaires finis (LAMARI, 2006).

En agriculture, les actinobactéries sont valorisées comme biofertilisants ou agents de lutte

biologique. Toutefois, une grande partie des recherches portent surtout sur leurs capacités de lutte

biologique, en raison de leur aptitude à produire des composés bioactifs utilisés pour défendre les

plantes. Les actinobactéries stimulent la croissance des plantes et aident à la gestion des maladies

par le biais d'actions directes et indirectes (figure 7). La fixation de l'azote, la solubilisation des
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nutriments, la production d'hormones de croissance et des sidérophores constituent des

mécanismes directs essentiels (KAARI et al ., 2022).

Les trois nutriments essentiels à la croissance des plantes sont l'azote, le phosphore et le

potassium (NPK). Ces besoins sont satisfaits par différents microbes du sol, les actinobactéries

étant les principaux. Le NPK est nécessaire aux plantes pour la synthèse de plusieurs

macromolécules, la biosynthèse de l'ATP, la photosynthèse et d'autres processus cellulaires

(JAIN et al., 2022).

Les actinobactéries, notamment Streptomyces, semblent constituer une alternative naturelle

largement accessible pour mettre en place de nouvelles stratégies de lutte contre les maladies des

plantes. L'une des capacités essentielles de biocontrôle de Streptomyces est la production à

grande échelle de métabolites bioactifs. Le meilleur exemple du potentiel de Streptomyces est la

production de sidérophores, de chitinase et de divers antibiotiques (KAARI et al ., 2022).

Figure 7 : Organigramme représentant l’activité PGPR d’actinobactéries par des méthodes

directes et indirectes (JAIN et al ., 2022).
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1. Origine et culture des actinobactéries

Cinq isolats d'actinobactéries ont été utilisés dans cette étude. Ils ont été précédemment

isolés à partir d’échantillons de sol collectés dans la région semi-aride de la wilaya de

Khenchelasur un milieu spécifique favorisant la croissance des actinobactéries. Les isolats ont été

cultivés sur le milieu YMEA (Yeast Malt Extract Agar, Annexe 1) et incubés à 30 °C pendant

une semaine. Pour leur conservation à long terme, des cultures pures issues des repiquages sont

stockées à -24°C (cryotubes 1,5 ml) dans le milieu ISP2 (Annexe 1) contenant le glycérol (1/1) à

60% (v/v).

2.Criblage des activités antimicrobiennes

2.1 Extraction des molécules bioactives

Pour l'extraction des molécules bioactives, les cinq isolats ont été précédemment cultivés sur

milieu YMEA, réparti en boîtes de Pétri. Chaque souche a été ensemencée en stries serrées sur 40

boîtes. Après incubation à 30 °C pendant 7 jours, la gélose a été fragmentée, puis additionnée

d’acétate d’éthyle (LEULMI,2018). La macération a été réalisée trois fois afin de maximiser la

récupération des molécules bioactives produites. Les extraits bruts obtenus ont ensuite été filtrés,

puis concentrés à sec à l’aide d’un évaporateur rotatif sous vide à 40 °C. Les résidus secs ont été

repris dans 1 mL de méthanol en vue d’évaluer leur activité antimicrobienne et antifongique par

la méthode de diffusion des éxtrait sur disques de papier.

2.2 Activité antibactérienne

2.2.1 Les souches tests

L'activité antibactérienne des isolats purs d’actinobactéries a été recherchée contre des

bactéries-testes référencées de Gram positive ; Staphylococcus aureus ATCC 65 38 et Bacillus

subtilis ATCC 66 33, et de Gram négative ; Pseudomonas aeruginosa NCIMB 86 26, et

Escherichia coli NCTC 10538.
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2.2.2Evaluation des extraits bioactifs

À partir d'une culture de 24h sur gélose nutritive, une suspension de chaque bactérie test est

préparée. La densité cellulaire de chaque suspension est ajustée par addition d’eau physiologique

stérile en comparaison avec une solution de Mac Farland 0,5 de façon à obtenir une concentration

de 106 UFC/ ml (CAVALA et EBERLIN, 1994; JOSEPH et al., 2022).

L'activité antibactérienne est évaluée en utilisant des disques de papiers filtres stériles de 6

mm de diamètres imprégnés par 20µl de chaque extrait. Des disques contiennent les solvants purs

sont utilisés comme témoins (PRABAKARAN et RAJA, 2011). Après séchage, les disques sont

déposés à la surface du milieu Muller-Hinton (Annexe 1) préalablement ensemencé par les

souches testes cibles. Les boites sont placées à 4 °C pour permettre une diffusion des substances,

puis elles sont incubées à 37 °C. Les zones d’inhibitions sont mesurés après 24 heures

d’incubation (Figure 9), (AYARI et al., 2012).

Figure 8 : Détermination de la zone d’inhibition par la méthode de diffusion des disques

(ZAIKA, 1988).
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2.3 Activité antifongique

2.3.1 Evaluation par la méthode des cylindres d’Agar

La production de métabolites antifongiques est mise en évidence par la technique des

cylindres d’Agar qui se réalise en deux étapes : La première consiste à ensemencer en stries

serrées les souches d’actinobactéries sur le milieu YMEA et sont incubées à 28 °C pendant 7

jours. Dans la deuxième étape, des cylindres d’Agar de 6 mm de diamètre des cultures

d’actinobactéries sont prélevés et sont déposés sur milieu PDA (Annexe 1) préalablement

ensemencé avec un champignon-test (Aspergillus niger ATCC 16404). Les boites sont placées à

4 °C pendant deux heures, pour permettre la diffusion des molécules bioactives puis sont

incubées à 30 °C (TOTORA et al., 1979).

2.3.2 Evaluation des extraits bioactifs

L'activité antifongique est évaluée en utilisant des disques de papiers filtres stériles de 6

mm de diamètres imprégnés par l’extrait brut des actinobactéries. Après séchage, les disques sont

déposés à l'aide d'une pince stérile dans la surface du milieu PDA préalablement ensemencé par

le champignons A.niger ATCC 16404. Les boites sont placées à 4 °C pour permettre une bonne

diffusion des substances, puis elles sont incubées à 30 °C.( AYARI et al., 2012).

3.Criblage des activités enzymatiques

3.1 Activités cellulolytiques, amylolytiques et péctinolytiques

Pour l'activité cellulolytique , le milieu M9 avec le cellulose (Annexe 1) a été ensemencé

avec les isolats testés et incubés pendant 4 jours à 30°C, suivi d’une coloration au lugole à 1 %

pendant 15 minutes. Une production des cellulases est observée après le développement de zone

de décoloration jaune au tour des cultures.

Pour l'activité amylolytique , une solution de lugole à 1% a été ajoutée aux cultures sur

gélose à l’amidon (Annexe 2) âgées de 72 heures afin de détecter une zone claire résultant de

l’hydrolyse de l’amidon (VENKATA et al., 2013).
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Afind’évaluer l’activité pectinolytique. les cinq isolats ont été inoculées sur des boîtes de

gélose de Vincent (Annexe 1) selon la même méthode décrite précédemment, puis incubées à

37 °C pendant 24 heures. Après la période d’incubation, les boîtes ont été inondées avec une

solution de à 1% lugole et observées pour détecter la formation de zones claires autour des

colonies, indiquant la production de péctinases (VENKATA et al., 2013).

3.2 Activités gélatinolytique et protéolytique

Pour tester le potentiel d’hydrolyse de la gélatine, les isolats ont été ensemencés sur un

milieu contenant de la gélatine (Annexe 1) et incubés pendant 72 heures. L’activité protéolytique

a été évaluée sur gélose au lait écrémé (Annexe 1). Après 72 heures d’incubation, la présence

d’une zone claire de dégradation indiquait l’hydrolyse de la caséine et de la gélatine

(PRIHANTO et NURSYAM, 2018).

3.3 Actvité xylanolytique

Les isolats bactériens ont été soumis à un criblage pour leur activité xylanolytique en

utilisant la méthode de criblage sur boite contenant un milieu minimal à base d’agar à 0,5 % de

xylane (Annexe 1) comme seule source de carbone (SRIDEVI et CHARYA, 2013). Les boîtes

de Pétri contenant le milieu ont été ensemencées au centre de la boîte et après incubées à 30°C

pendant 3 à 10 jours.

Les boîtes de Pétri sont ensuite inondées avec une solution de rouge Congo à 0.4% (Annex

2), après 10 minutes, lavées avec une solution de NaCl 1M (Annexe 2) pour rechercher une

éventuelle zone jaune claire indiquant la dégradation du xylane et la sécrétion de xylanases

(ADESINA et ONILUDE, 2013).

4. Production des EPS

4.1. Conditions de fermentation et extraction des EPS

Les cinq isolats d’actinobacteries ont été cultivés pendant 7 jours dans un milieu de

production liquide (Annexe 1) à pH 7, à 28 °C et sous agitateur rotatif à 150 tr/min. Après

incubation, les biomasses microbiennes ont été récoltées par centrifugation à 5000 tr/min pendant

30 min et l’EPS soluble a été précipité par l'ajout au surnageant de 4 volumes d'éthanol absolu,
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puis agité vigoureusement et maintenu à 4 °C pendant toute la nuit. Le précipité a été recueilli par

centrifugation à 5 000 tr/min pendant 15 min, pesé, puis suspendu dans 1ml d’eau distillée

(SELIM et al., 2018).

4. 2 Propriétés biosurfactantes et émulsifiantes des EPS

L'activité émulsifiante des EPS a été mesurée en mélangeant 1 ml de la suspension d'EPS

avec un volume égal de benzène, puis agités vigoureusement au vortex pendant 3 minutes. Le

mélange a ensuite été incubé à 4 °C pendant 24 heures (KANNAN et al., 2022). Après

incubation, la hauteur de l’émulsion formée a été mesurée. Le Triton X-100 a servi de témoin

positif et le PBS de témoin négatif. L'indice d'émulsification est ensuite calculé selon la formule

suivante :

Index d'émulsification % = hauteur de l'émulsion (mm)/hauteur totale du mélange (mm)

×100.
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1. Mise en évidence de l’activité antimicrobienne

1.1 Activité antibactérienne

Nous avons testé l'ensemble des cinq isolats d'actinobactéries (AB6, 7, 8, 9 et 10) contre

quatre bactéries pathogènes : B. subtilis ATCC 66 33, S. aureus ATCC 65 38, E. coli NCTC

10538 et P. aeruginosa NCIMB 8626. Les résultats sont présentés dans le tableau 7 et la figure

09 Les isolats présentent une activité antibactérienne exclusivement contre les bactéries à Gram

positif (B. subtilis ATCC 66 33 et S. aureus ATCC 65 38), alors qu’aucune activité n’est détectée

contre les bactéries à Gram négatif ( E.coli NCTC 10538 et P. aeruginosa NCIMB 86 26) et

l'activité antibactérienne varie d'une souches à l'autre.

Tableau 7 : Les activités antibactériennes des cinq isolats d'actinobactéries selon la méthode des

disques.

Les souches tests Les isolats testés

AB6 AB7 AB8 AB9 AB10

B. subtilis ATCC 66 33 ++ + +++ ++ +

S.aureus ATCC 65 38 ++ + ++ ++ ++

E. coli NCTC 10538 - - - - -

P.aeruginosa NCIMB 86 26 - - - - -

+++:Forte activité ++: Moyenne activité -: Pas d’activité.
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Figure 9: Photographies montrant l'activité antibactérienne sur milieu MH des cinq isolats purs

d’actinobactéries AB 6, 7, 8, 9, 10, évaluée par la technique des disques. (a) : B. subtilis ATCC

66 33, (b): S. aureus ATCC 65 38, (M): Méthanol ; le contrôle négatif

Les tests d’activité antibactérienne réalisés sur l’ensemble des isolats révèlent que la

majorité d’entre eux exercent une action inhibitrice sur les bactéries à Gram positif

(Staphylococcus aureus ATCC 6538, Bacillus subtilis ATCC 6633), tandis qu’aucun effet n’a été

détecté à l’encontre des bactéries à Gram négatif (Escherichia coli NCTC 10538 et Pseudomonas

aeruginosa NCIMB 8626). Ces résultats sont en accord avec les observations faites par d'autres

chercheurs dans leurs études (BASILIO et al., 2003). Il a été constaté la résistance remarquable

des bactéries à Gram négatif par rapport à leurs homologues bactéries Gram positif (ULLAH et

al., 2012), cela pourrait s’expliquer par la différence de composition des parois cellulaires entre

les deux groupes. La structure riche en peptidoglycane dans la paroi cellulaire des bactéries Gram

positives rend ces dernières plus sensibles aux agents antibactériens, en particulier les

antibiotiques (YILMAZ et al., 2008).

1.2 Activité antifongique

L'activité antifongique a été évaluée pour les cinq isolats d'actinobactéries (AB6, AB7,

AB8, AB9 et AB10) contre Aspergillus niger ATCC 16404, selon deux méthodes : la méthode

des disques et la méthode des cylindres. Les résultats montrent que seules les souches AB6 et

AB10 ont présenté une activité antifongique détectable par la méthode des cylindres (figure 10).
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Figure 10: Photographies montrant l'activité antifongique contre A.nigerATCC 16404 sur milieu

PDA des cinq isolats d’actinobactéries AB 6,7, 8, 9, 10, évaluée par la technique des cylindres

d'agar.

Parmi l’ensemble des isolats testés, seules AB10 et AB6 ont présenté une activité

antifongique notable contre le champignon ciblé, avec des effets respectivement modérés et

faibles. Ces résultats suggèrent un potentiel antifongique limité mais présent au sein de certaines

souches isolées. Des observations similaires ont été rapportées dans une étude menée par

GUPTA et al. (2022), au cours de laquelle huit souches ont été isolées à partir d’échantillons de

sol ensemencés sur le milieu ISP2. Parmi ces isolats, deux actinobactéries, B11 et B17, ont

montré une activité antifongique significative contre Aspergillus niger ATCC 16404. Ces deux

souches se distinguaient également par la production de pigments solubles, un trait phénotypique

fréquemment observé chez divers représentants des actinobactéries.

2. Criblage des activités enzymatiques

Nous avons testé l'activité enzymatique des cinq isolats d’actinobactéries étudiés ( tableau

8 et figure 11). L’isolat AB8 se distingue par une forte activité cellulasique et une activité

moyenne en amylase, ce qui traduit un fort potentiel dans l’hydrolyse des polysaccharides

complexes comme la cellulose et l’amidon. AB10 présente également un profil intéressant , avec

une activité élevée en gélatinase et amylase, et une production modérée des xylanases, indiquant

une capacité de dégrader à la fois les protéines et les polysaccharides. L’isolat AB6 montre une

forte activité en amylase, une activité moyenne en cellulase et la présence d’activités protéase et

pectinase, ce qui suggère une certaine polyvalence. De plus les isolats AB7 et AB9 présentent des

10
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capacités hydrolytiques limitées ; AB7 n’exprime qu’une faible activité protéase, tandis que

AB9 manifeste uniquement des activités moyennes en cellulase.

Tableau 08 : Les activités enzymatiques des cinq isolats d'actinobactéries.

Les Enzymes AB6 AB7 AB8 AB9 AB10

Cellulase ++ - +++ + -

Amylase +++ ++ ++ + ++

Protéase + - + + +

Péctinase ++ ++ - - -

Gélatinase - - - - +++

Xylanase - - - - +

+++:Forte activité ++: Moyenne activité -: Pas d'activité

Figure 11: Photographies montrant l'activité enzymatique des cinq isolats d’actinobactéries AB

6, 7, 8, 9, 10, (a): cellulase,(b): péctinase, (c): xylanase, (d): gélatinase, (e): protéase, (f): amylase.
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Les enzymes actinobactériennes sont des biocatalyseurs importants ayant diverses

applications dans les industries pharmaceutiques, alimentaires, papetières, textiles…etc.

(JANAKI et al.,2017). Des études précédentes ont rapporté que les actinobactéries du sol

possèdent une forte activité enzymatique. Les actinobactéries étudiées sont décrites souvent

comme ayant des activités protéasiques (SUTHINDHIRAN et al., 2013) et amylolytiques

importantes (AGUIAR et al., 2022 ; AL-AGAMY et al., 2021; KAFILZADEH et DEHDARI,

2015). De plus, l'activité cellulasique chez les actinobactéries a été rapportée par DAS et al.

(2014). Ces résultats indiquent que ces bactéries ont le potentiel de produire une large gamme

d’enzymes. Cette propriété pourrait résulter de la sélection microbienne naturelle permettant à ces

micro-organismes de survivre dans un environnement compétitif (ARJIT et al.,

2012) .MANIVASAGAN et al. (2010) ont étudié vingt-neuf souches isolées des sédiments

côtiers de Kodiyakarai (golfe du Bengale), dont dix ont montré une activité enzymatique multiple.

Parmi ces souches, la plus prometteuse (GK-22) a été sélectionnée en raison de la formation des

zones de lyse des substrat testés (amidon, celllulose et caséines) et des activités enzymatiques

élevées après fermentation en milieu liquide pendant 72 heures. L’activité maximale de l’amylase,

de la cellulase et de la protéase étaient respectivement estimées à 84, 88 et 89 UI/ml.

La recherche actuelle sur les actinobactéries natives de la région semi-aride du Ceará

(Brésil) a mis en évidence leur capacité à synthétiser des enzymes extracellulaires capables de

dégrader des substrats contenant le xylane (ALVES et al., 2016 ; LOPES et al., 2018; SILVA et

al., 2015; SILVA et al., 2019;SOUSA et al., 2018). Des recherches portants sur l’activité

xylanolytique de 17 actinobacteries thermophiles isolés du sol des geysers de Cisolok, ont montré

une capacité à dégrader le xylane (RACHMANIA et al., 2020). Selon WALIA et al. (2017),

L'activité xylanolytique est influencée par des paramètres physiques tels que la température , le

pH, la durée d'incubation et la composition nutritive du milieu de culture . Le xylane constitue un

composant majeur de l’hémicellulose, présente dans les parois cellulaires des plantes. Ainsi, les

bactéries possédants la xylanase pourraient l’utiliser comme source de carbone ( MOREIRA et

FILHO 2016).

L'activité enzymatique de type gélatinase a été testée chez les cinq isolats d’actinobactéries

étudiés. Parmi eux, la seule souche AB1O a présenté une activité gélatinolytique. Cette

proportion est différente des proportions observées par SMATI et al. (2025) qui ont isolé 18
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souches d’actinobactéries à partir de la région de Ghardaïa, en Algérie, dont 13 avaientmontré

une activité gélatinolytique . De même, RAMESH et MATHIVANAN . (2009) ont étudié 288

échantillons marins collectés dans différentes localités du golfe du Bengale, allant du lac Pulicat à

Kanyakumari. Parmi les 208 isolats d'actinomycètes testés pour l'étude des activités

enzymatiques, 116 ont montré une activité gélatinase.

Les pectinases sont des enzymes lytiques actives dans le processus de compostage, agissant

dans la dégradation de la matière organique et contribuant également au cycle naturel du carbone

(PEDROLLI et al., 2009 ; WEI et al., 2000). Des recherches sur les pectinases produites par les

actinobactéries ont été documentées dans le monde entier. En 2013, 10 souches de Streptomyces

isolées d’Inde ont été considérées comme productrices de pectinases (Arijit et al., 2013). Sur un

total de 95 isolats actinobactériens analysés en Éthiopie, 33 souches ont montré une activité

pectinolytique (KUMAR et al., 2012;OUMER et ABATE, 2018).

Les pectinases produites par les actinobactéries présentent une bonne résistance aux

températures élevées et aux pH extrêmes BORAH et THAKUR .(2020) ; avec une production

de pectinase chez seulement 21,73 % d’un total de 46 souches actinobactériennes endophytes

isolées d’une région d’Inde. De même, une étude menée en Amazonie a montré qu’une seule

souche actinobactérienne produisait l’enzyme pectinase (OLIVEIRA et al., 2017).

3. La production des EPS

Nous avons évalué la production des EPS des cinq isolats d’actinobactéries (AB6, AB7,

AB8, AB9 et AB10) après fermentation. Les résultats montrent une variation dans la production

d’EPS entre les différentes souches (tableau 9). L’isolat AB6 a produit la plus grande quantité

d’EPS (3,25 g), indiquant un fort potentiel de biosynthèse, tandis que l’isolat AB7 a montré une

production minimale (0,73 g). La figure 12 illustre visuellement les EPS obtenus après

fermentation On y observe une production et une sédimentation variable des EPS au fond des

erlenmeyers selon l’isolat testé.
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Tableau 09 : Quantités en gramme produites et Indices d'émulsification des EPS produits par les

cinq isolats d' actinobactérie après la fermentation.

Les EPS AB6 AB7 AB8 AB9 AB10

Quantité produite(*) 3,25 0,073 0,73 0,11 0,10

Indices d'émulsification 92,85% 50% 73,33% 71,42% 66,66%

(*) dans 50 ml de milieu de culture après centrifugation

Figure 12:Photographies montrant les EPS obtenus après fermentation des isolats (A): AB6, (B):

AB8, (C): AB10.

Ces résultats concordent avec les observations rapportées par d'autres chercheurs dans leurs

études. Vingt souches d'actinobatéries ont été isolées de la région de Nabq ; parmi elles, quatre

ont la capacité de produire des polysaccharides. Les exopolysaccharides produits après quatre

jours sont A ; (6,23 g/l), B (7,54 g/l), C (7,45 g/l) et D (7,96 g/l) par les isolats 1, 2, 3 et 4

respectivement. Le rendement en exopolysaccharides dépendait de l'espèce de

Streptomyces(GOHAR et al., 2006; He et al., 2008).

WANG et al. (2003) ont rapporté que les exopolysaccharides produits par Streptomyces sp.

présentent des activités immunostimulantes, antitumorales, anti-polyarthrite rhumatoïde et

antioxydantes. MANIVASAGAN et al. (2013) ont extrait des polysaccharides extracellulaires

montrant une activité antioxydante à partir d'une souche marine d'actinobactérie Streptomyces

violaceusMM72.

A CB
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3.1 Propriétés biosurfactantes et émulsifiantes des EPS

L’ensemble des cinq isolats d’actinobactéries évalués pour leur capacité à produire des

biosurfactants ont montré une activité positive lors du test (Figure 13).Les cinq isolats

d'actinobactéries étudiés ont été soumis au test de biosurfactants, et tous se sont révélés positifs

(figure 13).

Les tensioactifs ou biosurfactants microbiens sont des molécules aux structures chimiques

variées, incluant glycolipides, lipopeptides, lipoprotéines, acides gras, phospholipides et

polymères. Ils se distinguent par leur faible toxicité, leur biodégradabilité élevée, leur stabilité

aux extrêmes de température, de pH et de salinité, ainsi que par leur compatibilité

environnementale. Leurs propriétés uniques, telles que l'abaissement de la tension superficielle, la

stabilisation des émulsions et l'activité antimicrobienne, leur confèrent de nombreuses

applications dans l'agriculture, l'agroalimentaire, les cosmétiques, la pharmacie et la récupération

assistée du pétrole ( POREMBA et al., 1991; SUREKHA et al., 2010). L’évaluation de leur

activité repose notamment sur la mesure de la tension superficielle à l’aide d’un tensiomètre. Par

ailleurs, leur capacité à favoriser la biodégradation des hydrocarbures en fait des agents

prometteurs pour la dépollution des sols et des milieux marins contaminés par des polluants

hydrophobes (ZHANG et al., 2023).
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Figure 13: Photographies montrant les émulsions formées sous l’effets des EPS des 05

isolats d'actinobactéries AB6, 7, 8, 9 et 10.

Neuf isolats d'actinobactéries ont été isolés à partir de sédiments contaminés par du fioul

dans la région de Ras Garib, sur le golfe de Suez en Égypte, et ont été criblés pour la production

de biosurfactants. La production extracellulaire de biosurfactants a été initialement évaluée pour

tous ces isolats en utilisant un milieu de Kim contenant 3 % d'huile d'olive comme seule source

de carbone. Parmi les neuf isolats, seuls deux, RG3 et RG8, ont montré des résultats positifs. Au

cours du processus de criblage, la production de biosurfactants a été augmentée en utilisant de

l'huile d'olive comme source de carbone par les actinobactéries (ZAMBRY et al ., 2017). L'une

des méthodes de sélection des producteurs potentiels de biosurfactants est basée sur l'activité

émulsifiante (CHAKRABORTY et al .,2015). Les isolats marins d'actinobactéries RG3 et RG8

ont présenté les indices d'émulsification les plus élevés, respectivement 60 ± 2,5 % et 53 ±

2,2 %(KORAYEM et al., 2015). Après le criblage initial effectué par ZAMBRY et al. (2017) le

test de l'indice d'émulsification a donné des résultats positifs pour tous les isolats

d'actinobactéries, les résultats variant entre 84,11 % et 95,80 %.
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Tableau10 : Synthèse de l’ensemble des propriétés évaluées des 5 isolats d’actinobactérie.

Les

isolats

Activité

antibactérienne

Activité

antifongique

Activité enzymatiques La production

des EPS

B.subtilis

S.aureus

E
.coli

P.aeruginosa

A.niger A
m
ylase

C
ellulase

Protéase

Péctinase

G
élatinase

X
ylanase

Poids(g)

L
'Indice

d'ém
ulsions(%

)

D
isques

cylindre

AB6 ++ ++ - - - + +++ ++ + ++ - - 3,25 92,85

AB7 + + - - - - ++ - - ++ - - 0,073 50

AB8 +++ ++ - - - - ++ +++ + - - - 0,73 73,33

AB9 ++ ++ - - - - + + + - - - 0,11 71,42

AB10 + ++ - - - + ++ - + - +++ + 0,10 66,66
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L’objectif principal de ce travail est d’évaluer le potentiel biotechnologique des isolats

d’actinobactéries provenant des sols semi-arides de la wilaya de Khenchela, à travers l’étude de

leurs activités antimicrobiennes (bactériennes et fongiques), enzymatiques, ainsi que leur capacité

à produire des EPS et des biosurfactants, en vue d’une valorisation dans les domaines

pharmaceutique, agricoles, industriels et environnementaux.

Concernant l’activité antibactérienne, les isolats AB6, AB8 et AB9 ont montré une

efficacité notable contre Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, avec une activité

particulièrement élevée observée chez l’isolat AB8. En revanche, aucun des isolats n’a présenté

d’effet significatif contre Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa. Pour ce qui est de

l’activité antifongique, seule l’espèce Aspergillus niger a été testée. Parmi les souches évaluées,

l’isolat AB10 a exercé une inhibition marquée du développement fongique, tandis qu’AB6 a

montré une inhibition modérée selon la méthode des cylindres. Les isolats AB7, AB8 et AB9,

quant à eux, n’ont révélé aucune activité antifongique. En ce qui concerne les activités

enzymatiques, une diversité fonctionnelle importante a été observée selon les isolats. L’isolat

AB8 se distingue par une richesse enzymatique élevée, avec une forte activité cellulolytique, une

bonne activité amylasique et une activité protéolytique modérée. L’isolat AB10 se caractérise par

une activité notable en gélatinase. L’isolat AB6, pour sa part, présente une forte activité

amylasique, associée à des activités modérées en cellulase et en pectinase. AB9 manifeste des

activités modérées en cellulase, amylase et pectinase. Enfin, AB7 apparaît comme le moins actif

sur le plan enzymatique, avec des activités globalement faibles dans l’ensemble des tests.

Concernant la production des EPS, tous les isolats se sont avérés positifs , mais avec des

quantités variables. L’isolat AB6 produisant la plus grande quantité d’EPS, accompagnée d’un

indice d’émulsification élevé, ce qui traduit un fort potentiel en tant que biosurfactant. AB7

présente la plus faible production et un indice d’émulsification plus modeste. De plus, les isolats

AB8, AB9 et AB10 produisent des quantités et des indice d’émulsification intermédiaires d’EPS.

Les isolats d’actinobactéries présentant à la fois de fortes activités enzymatiques

hydrolytiques et la capacité de produire simultanément des EPS émulsifiants ainsi que des

biosurfactants constituent une ressource microbienne prometteuse à fort potentiel

biotechnologique. Ces caractéristiques fonctionnelles ouvrent des perspectives intéressantes pour
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leur valorisation dans divers secteurs industriels, notamment dans les domaines de la

bioremédiation, de l’agroalimentaire, des cosmétiques ou encore de l’industrie pharmaceutique.
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Annexes 1:

1) Les milieux de culture

A) YMEA

Extrait de levure 4g

Extrait de malt 10g

Glucose 4g

Agar 20g

Eau distillée 1L

pH 7-7,5

B) PDA

Glucose 20g

Pommes de terre 200g

Agar 20g

pH 7-7,5

Eau distillée 1L

2) milieux d'évaluation enzymatique

A) Amylase

Amidon soluble 2g

Peptone 5g

Extrait de levure 1g

Agar 20 g

Eau distillée 1L

pH 7-7.5

B) M9

CMC 2g

NaCO3 2g

K2HPO4 1g

MgSO4 0.5g

KCL 0.5g

Peptone 0.2g

Agar 18g

Eau distillée 1L

C) Vincent

Pectine 10g

NaNO3 2g

K2HPO4 1g

MgSO4 0.5g

KCL 0.5g

Peptone 0.5g

Agar 20g

Eau distillée 1L

pH 7 -7.5

D) Gélose au lait

Lait écrémée 500ml

Extrait de levure 0.5g

Agar 10g

PH 7 -7.5

Eau distillée 1L

E) Xylanase

Xylan 5g

MgSO4 7H2O 0.05 g

NaCl 0.05g

CaCl2 0.01g

Extrait de levure 2g

Peptone 0.5 g

Agar 20g
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PH 7 -7.5

Eau distillée 1L

F) Gelatinase

Gelatine 12g

Extrait de levure 1g

Peptone 4g

Agar 18g

PH 7 -7.5

3) Milieu de production des EPS

Glucose 30g

NaNO3 3g

Extrait de levure 5g

Na Cl 4g

MgSO4 0,5g

K2HPO4 1g

CaCO3 1g

PH 7, 28 °C et 150 tr/min sur agitateur

rotatif

Eau distillée 1L

Annexe 02: Les solutions

A) Eau physiologique

Chlorure de sodium....09g

Eau distillée …………..1000ml

Solution de Mac Farland

Solution de BaCl2. 2H2O,

1% …………………………0.6ml

Solution de H2SO4, 1 %…..99.4ml

B) Solution de Lugol

Iodure de potassium (KI) 2g

Diiode (I2) 1g

Eau distillée 100ml

C) Solution de rouge Congo : 0.4%

0 .4 g de rouge Congo en poudre.

Dissoudre le rouge Congo dans 100 mL

d’eau distillée.

D) Solution d’NaCl

NaCl (chlorure de sodium) : 5.85g

Eau distillée : jusqu’à 100 ml

E) Solution de PBS

Nacl 0.8g

Kcl 0.02g

Na2 HPO4 0.142g
KH2PO4 0.24 g
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Résumé :

Les actinobactéries, des bactéries filamenteuses principalement présentes dans les sols,

sont reconnues pour leur capacité à produire une large gamme de molécules bioactives, en

particulier des antibiotiques. Nous avons travaillé sur cinq isolats d’actinobactéries

préalablement obtenus à partir de sols semi-arides de la wilaya de Khenchela. L’activité

antibactérienne a été évaluée par la méthode des disques, tandis que l’activité antifongique a

été examinée par la méthode des disques et des cylindres. Par la suite, une étude sur la

production des exopolysaccharides (EPS) a été réalisée par fermentation, suivie de leur

extraction. Enfin, un test de biosurfactant a été effectué pour évaluer leur activité tensioactive.

Les résultats de cette étude révèlent une variabilité marquée des activités

antimicrobiennes, enzymatiques ainsi que de la capacité de production des EPS chez les cinq

isolats d’actinobactéries (de AB6 à AB10). L’isolat AB6 se distingue par son activité

antibactérienne contre Bacillus subtilis et Staphylococcus aureus, ainsi que par une activité

antifongique positive contre Aspergillus niger selon la méthode des disques. L’isolat AB8

montre une forte activité enzymatique, notamment la cellulase, en plus d’une bonne activité

antibactérienne contre B. subtilis. Ainsi L’isolat AB10 se caractérise par une activité

gélatinolytique élevée et une activité antifongique contre Aspergillus niger. Par ailleurs,

l’ensemble des isolats ont démontré leur capacité à produire des exopolysaccharides (EPS) et

ont également présenté une activité biosurfactante.

Les résultats obtenus démontrent le potentiel biotechnologique considérable des

actinobactéries isolées des sols semi-arides de Khenchela. Leur diversité fonctionnelle en

termes d’activités antimicrobiennes, enzymatiques et de production de composés bioactifs tels

que les EPS ouvre des perspectives intéressantes pour leur exploitation dans les domaines

pharmaceutiques, agricoles, industriels et environnementaux.

Les mots clés : Sol , Actinobactéries, molécules bioactives , hydrolases, EPS, biosurfactants
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Abstract :

Actinobacteria, filamentous bacteria predominantly found in soils, are well known for

their ability to produce a wide range of bioactive compounds, particularly antibiotics. In this

study, we worked on five actinobacterial isolates previously obtained from semi-arid soils in

the Khenchela region. Antibacterial activity was assessed using the disk diffusion method,

while antifungal activity was evaluated using both the disk and cylinder methods.

Subsequently, a study on the production of exopolysaccharides (EPS) was conducted through

fermentation, followed by their extraction and testing for biosurfactant activity.

The results of this study reveal significant variability in the antimicrobial and enzymatic

activities, as well as in the EPS production capacity of the five actinobacterial isolates (AB6

to AB10). Isolate AB6 stood out for its antibacterial activity against Bacillus subtilis and

Staphylococcus aureus, along with a positive antifungal activity against Aspergillus niger

using the disk method. Isolate AB8 exhibited strong enzymatic activity, particularly cellulase,

and showed good antibacterial activity against B. subtilis. Meanwhile, isolate AB10 was

characterized by high gelatinolytic activity and antifungal activity against A. niger.

Furthermore, all isolates tested positive for EPS production and demonstrated biosurfactant

activity.

The results obtained highlight the significant biotechnological potential of

actinobacteria isolated from the semi-arid soils of Khenchela. Their functional diversity in

terms of antimicrobial and enzymatic activities, as well as their ability to produce bioactive

compounds such as EPS, offers promising prospects for applications in pharmaceutical,

agricultural, industrial, and environmental fields.

Keywords:Soil, Actinobacteria, Bioactive molecules, Hydrolases, EPS (Exopolysaccharides),

Biosurfactants
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الملخص:

من واسعة مجموعة إنتاج على بقدرتها معروفة التربة، في أساسسا توجد خيطية بكتيريا الكتينوبكتيريا، تتعدد

عليها الحصول تم الكتينوبكتيريا من عالت خمس على عملنا .لقد الحيوية المضادات وخاصة بيولوجيسا، النشطة الجايئات

فحص تم بينما القراص، طريقة باستخدام للبكتيريا المضاد النشاط تقييم .تم خنشلة ولية في قاحلة شبه تربة من مسبقسا

البوليساكاريدات إنتاج حول دراسة أتجريت ذلك، .بعد والسطوانات القراص طريقتي باستخدام للفطريات المضاد النشاط

تقييم أجل من الحيوية للمستحلبات اختبار إجراء تم ا، .وأخيرس استخلصها عملية تلتها التخمير، عبر (EPS) الخلوية خارج

. السطحي للتوتر الخافض السطحي نشاطها

القدرة في وكذلك النايمية، والنشطة للميكروبات المضادة النشطة في واضح تباين عن الدراسة هذه نتائج تكشف

العالة تميات (AB6- AB10). الكتينوبكتيريا من الخمس العالت لدى الخلوية خارج البوليساكاريدات إنتاج على

اليجابي نشاطها عن فضلس ،Staphylococcus aureusو Bacillus subtilis ضد للبكتيريا المضاد AB6بنشاطها

قويسا، إنايميسا نشاطسا AB8 العالة أظهرت .كما القراص لطريقة وفقسا Aspergillus niger ضد للفطريات المضاد

بنشاط تميات فقد AB10 العالة أما B. subtilis ضد للبكتيريا مضاد نشاط جانب إلى السليولز، إنتاج في ا خصوصس

نتائج العالت جميع أظهرت أخرى جهة من Aspergillus niger ضد للفطريات مضاد وبنشاط الجيلتين لتحليل مرتفع

حيوية. كمستحلبات نشاطسا وأظهرت الخلوية خارج البوليساكاريدات إنتاج في إيجابية

.وتتفتح القاحلة شبه خنشلة تربة من المعاولة للكتينوبكتيريا الكبيرة البيوتكنولوجية المكانيات المحصلة النتائج تتظهر

مثل بيولوجيسا النشطة المركبات وإنتاج النايمية، والنشطة للميكروبات، المضادة النشطة حيث من الوظيفية تنوعاتها

والبيئية. والصناعية، والاراعية، الصيدلنية، المجالت في لستاللها واعدة آفاقسا الخلوية، خارج البوليساكاريدات

الخلوية خارج البوليسكاريدات الهيدرولزات، بيولوجيسا، النشطة الجايئات الكتينوبكتيريا، التربة، : المفتاحية الكلمات

الحيوية السطحي للتوتر الخافضة العوامل ،(EPS)


