TP N 4 Biochimie microbienne                                                                                              Amari.S
Etude de quelques activités enzymatiques des actinomycètes isolées à partir des pelures de pomme de terre
Les bactériologistes considèrent les actinomycètes comme des bactéries tandis que les mycologistes les considéraient comme des champignons. Aujourd’hui ce problème est résolu et ce groupe des microorganismes est définitivement classé parmi les bactéries. Les actinomycètes sont des bactéries à coloration de Gram positives. Ils se caractérisent par la formation d’hyphes filamenteux. L’isolement de souches d’actinomycètes réalisé à partir de nos de pomme de terre sur les milieux sélectifs) additionnées d’antibactérien, d’antifongique. La production d'enzymes est recherchée qualitativement sur milieu solide. Les enzymes à étudier sont :α amylase , cellulase ,pectinase, laccase, estérase, protéase, lipase et  maltase.
1. Recherche de l’amylase
Ce test est réalisé sur le milieu nutritif gélosé à 1% d’amidon. Après 14 jours d’incubation à 28°C, la gélose est recouverte d’une solution de lugol (2g Iodure de potassium+ 1g Iode métalloïde I2+ 100ml eau distillée). L’hydrolyse est mise en évidence par l’absence de coloration autour des colonies (anneau clair) à l’inverse les zones contenants de l’amidon qui se colorent en bleu-violet.
Composition de gélose contenant l’amidon 1%
	Composant
	Quantité (g/L)

	Peptone
	10

	Amidon
	10

	Extrait de viande
	5

	Chlorure de sodium
	5

	Agar
	15

	Eau distillée
	1L



2. Recherche de cellulase
L’activité cellulolytique est réalisée sur le milieu gélosé à cellulose. Les cultures étaient inoculées et incubées à 28 °C pendant 7 jours. Pour la visualisation de la zone claire par inondation, on utilise le rouge Congo comme réactif.  Une solution de colorant rouge Congo à 1% (1g de rouge de Congo+100 mL eau distillée) pendant 15 min suivie d’une décoloration en utilisant une solution de NaCl 1M (40g +1L eau distillée) pendant 15-20 min. 
Composition  de  gélose à cellulose
	Composant
	Quantité (g/L)

	Cellulose
	0,5

	NaNO3
	0,1

	K2HPO4
	0,1

	MgSO4
	0.05

	Extrait de levure
	0,05

	Agar
	15

	Eau distillée
	1L



3. Recherche de pectinase
Ce test est réalisé sur le milieu pectine agar. Ensemencer les boites en  stries après incubation de 5-7 jours à 28° C. Les boites sont recouvertes (par inondation) en utilisant la solution de lugol et laisser à température ambiante pendant 20 minutes. L’apparition d’un halo d’hydrolyse claire indique la présence d’une activité pectinolytique. Les colonies produisant de la pectinase ont montré des zones claires  (anneau clair) contre une couleur opaque du milieu non hydrolysé.
Composition de milieu de pectine agar
	Composant
	Quantité (g/L)

	Pectine
	20

	Peptone
	10

	Extrait de levure
	10

	Agar
	20

	Eau distillée
	1L, pH=7



4. Recherche de maltase
Cette activité est  réalisée sur le milieu gélosé additionné de maltose. Les cultures étaient inoculées et incubées à 28 °C pendant 7 jours. Une solution de colorant rouge Congo à 1% est ajoutée pendant 15 min suivie d’une décoloration en utilisant une solution de NaCl 1M pendant 15-20 min. L'activité est révélée par l’apparition d’une zone claire en  formant un anneau clair auteur les colonies d’actinomycètes.
	Composant
	Quantité (g/L)

	Maltose
	20

	Peptone
	10

	Extrait de levure
	5

	Agar
	20

	Eau distillée
	1L
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