Ll Al

QD Tasdawit n’Bgayet
Université de Béjaia République Algérienne Démocratique et Populaire.
Ministére del’Enseignement Supérieur et dela Recher che Scientifique.
Université A MIRA de Bgaia.
Faculté des Sciences de la Nature et dela Vie.

Département de Microbiologie.

Mémoire De Magister
Option :

Microbiologie Appliquée aux Substances Antimicrobiennes

Théme:

Criblage de souches d’actinomycétes productrices

decdlulasesindustrielles

Présentée Par : M#®* HAMOUDI Houria

Devant lejury

M" ZAIDI. F MCA (UAMBegjaia) Président
M"BENALLAOUA. S Professeur (UAMBeaia) Rapporteur

M™ BENABDESSELAM. F MCA (UAMBejaia) Examinatrice
M" KECHA. M MCA (UAMBejaia) Examinateur

2010/2011




« Louange a Allah pour m’avoir donnée le courage pour réaliser ce travail »

Mes vifs remerciements s adressent d’ abord et en particulier a Mr BENALLOUA
SAID, professeur a I'université de Bejaia, directeur du mémoire, pour m avoir
acceptée et accueillie dans votre laboratoire, encadrée, formée, dirigée et surtout pour
m' avoir fait confiance. Qu'il trouve ici toute ma gratitude.

J’ adresse mes remerciements auss a :

Docteur ZAIDI. F, Maitre de conférences de I’ université de Beaia, qui a honoré ce
travail en acceptant de présider lejury ;

Madame la doctoresse BENABDESSELAM. F, Maitre de conférences de |’ université de
Bgjaia, et Docteur KECHA. M, Maitre de conférences de |’ université de Bejaia, d’ avoir
accepté d’ examiner cetravail.

Aussi, je voudrais sincerement exprimer ma profonde gratitude pour M™
BOUCHERBA. N et M*'®* BELHAMICHE. N pour leur gentillesse, leur aide, leurs
précieux conseils, leur disponibilité et leurs encouragements incessants.

Mes remerciements s adressent aussi au chef de département de microbiologie
Mr TOUATI ABDELAZIZ, maitre de conférences A a I’ université de Bejaia.

Je ne peux oublier de remercier chaleureusement mes trés cheres collegues,
Azdine, avec qui j'ai partage des moments forts, Karima, Salima et Aziz pour
|”ambiance cordiale et I’ aide qu’ elles m’ ont apporté a tout moment. Je leur souhaite, a
tous, bonne continuation et beaucoup de réussite.

Je tiens a exprimer mes sentiments de reconnaissance a toutes les personnes gui
ont participé a ce travail, qui m'ont appris une infinité de choses et qui m' ont aidé,
conselllé et soutenu a tout moment afin de réaliser ce travail dans les meilleures
conditions.

Bien sr je n’oublie pas toute I’ équipe du laboratoire.



DEDICACES

J'ai le plaisir de dédier ce modeste travail :

A la mémoire de ceux qui me sont trés chers au monde ; mon

frere lbrahim et tres chers grands peres

A Mes chers parents

A mon tres cher frere Yazid et sa femme
A mestrescheres seeurs Hadjila, Zouhra et Yamina et leur
maris

A mes nieces |mane, Hanane, Loubna, Sara et Anfal
A mes neveux Abd Er-Rahim, Bilal et Amine

A mon trés cher ami Touahri Abd Er-Rehmane

Toute ma famille
Tous mes amis (es)

Et toute la promotion de la PG 2009 microbiologie






Liste desfigures

Liste desfigures
Figure 1 : Micromorphologie des principaux genres d’ actinOmyCeeS. .........ovvveviiiiiiiiie e e, 8
Figure 2 : Structure chimique partielle delacallulose..........cc.oii i e 12
Figure3: Exocellulase CBH | (Cel7A) de Trichodermareesei........o.evvie e viiiiiiie e e e e 14
Figure4: L'hydrolyse enzymatique delacealulOse...........c.covir et e e, 17
Figure5: Mécanisme d hydrolyse proposeé pour les glycosyl hydrolasescellulose..............cccevevennnnn. 19
Figure 6 : Processus de production du biothanol ..............c.coie i e e 25
Figure 7: Principe du dosage des sucres réducteurs par laméhode DNS............coovoiviiiii i viiceeenn 28
Figure 8 : Observation de zones claires sur milieu solide aprés 5 jours d'incubation a28°C.................... 42
Figure 9: Micromorphologie de deux souches cultivées pendant 21 joursa28°C...........cccvvvvieee vevnnnn 45
Figure 10: Effet CMC sur laproduction de CallUlases. .........cooei i e, 53
Figure 11: Effet de I’ extrait de levure sur laproduction decellulases................co i .54
Figure 12 : Effet du sulfate de magnésium sur laproduction decelulases............ccovevvviiiiiiiiininenn. 55
Figure 13: Effet du chlorure d ammonium sur la production decellulases.............coovviiii i, 56
Figure 14: Effet de NaCl sur laproductionde cellulases. ... ... 57
Figure 15: Effet de latempérature sur laproductiondecelulases..........c.covviiiiii i 58
Figure 16: Effet du pH initial sur laproduction de cellulases................ccvvvveveviecicce e D9
Figure 17 : Effet des sources de carbone sur laproductiondecellulases................coceovv v 60
Figure 18: Effet des sources d’ azote sur laproduction de cellulases. ..........ooovvv i, 61
Figure 19: Effet dutempsd’incubation sur laproductiondecelulases..........cooocvvviiiiiiiiiiine e, 61
Figure 20: Effet de latempérature sur I'activité enzymatiqQue..........ccoeviie e iiiiiiie e e e e 62
Figure 21: Effet du pH sur I’ activité enzymatiqQUe. ..........ooriiiniie e e e e e 64
Figure 22: Lathermostabilité des cellulases en absence du substrat.............oovvvieiiiie i, 64
Figure 23: Lathermostabilité des cellulases en présence du substrat.............c.ccovviiiiii i iiiiinecnn, 65
Figure 24: Effet desions métalliques sur I’ activité enzymatiqUe. ..........o.eveiieniie i e e, 66
Figure 25: Effet des agents dénaturants sur I’ activité enzymatique ...........oeeieieriie i e eee e 67
Figure 26 : Effet de du glucose sur I’ activité enzymatiqQUe ..........cevvinieiie i et e e e 68
Figure 27 : Effet des concentrationsde CMC sur I’ activité enzymatique ..........oveeevieeineienineeeniene 68
Figure28: Stabilité a4°C des aCtiVites eNZYMELIQUES.. .. ... v veneee e et et e ee e ee e ae e e aaeeen 69
Figure 29: Spécificité vis-avisde differents SUDSIFELS.........oveeiei et e e e 70
Figure 30 : Produits d’ hydrolyse de CMC analySEspar CCM ..........ouiuiiriieiiiiie e ee e e e 70
Figure 31 : Courbe d’ étalonnage des marqueurs protéiques pour I’ estimation du poids moléculaires........ 71
Figure 32: Profil de migration des protéines du surnageant (SDS-PAGE) et zymogramme...................71

Figure 33

: Courbe d'étalonnage de gluCoSE a575 NM.....cvvtiriiiie et e e e e Annexes |11



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau | : Répartition des actinomycetesdanslanature.............coveeviiiiiieiie i
Tableau 11 : Nombre approximatif de produits microbiens bioactifs................cooeviinninni
Tableau |11 : Composition en cellulose de matériaux lignocellulosiques..........c.ccovviviiiiininn,
Tableau 1'V: Les microorganismes producteursde cellulases. .........c.ooo v
Tableau V : les antibiotiques testés al’ égard des souches d’ actinomycetes. ...............oeeveevnee
Tableau VI : Diamétres des zones d  hydrolyse des 20 souches sélectionnées................c.oeee.e.
Tableau VII: Activités cellulasiques mesuréesa50°C, apH 7......oovvi i i e e
Tableau VIII: Résultats de la croissance del’isolat P3Dog sur différentsmilieux ...................
Tableau I X : Résultats de la croissance de I'isolat P4Dj sur différentsmilieux........................
Tableau X : Analyse des constituants cellulaires pariétaux de I'isolat PsD,g par chromatographie

ST ol Tox T 0o (o P
Tableau XI: Anayse des constituants cellulaires pariétaux de I’isolat P,D1o par chromatographie

SUE COUCNE IMINICE. . . e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e e e et e e e e e e e

Tableau XI1: Caractéristiques physiologiques et biochimiques des deux isolats P3Dog et PsD1g

ANNEXES

Tableau X111 : Préparation des gels de séparation et de concentration......................... Annexes||



SOMMAIRE

Liste des abréviations
Liste desfigures
Liste des tableaux

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE | : LESACTINOMYCETES

1. GENEralité SUr €S aCtiNOMYCELES ... ... it ee et et e et et e et e et e e e et e et e e et e eee e seeneenenneas 3
2. ECOlOgIE S aCtiNOMY CBIES. .. ... ittt ee et et e et e et e e et e e e e e e e e e e 3
3. TaxoNOMI© AES BCHINOMYCELES. .. ... oottt et e e e e et et e et e e e et e et e e e een e eaeeeaneens 5
3.1. Evolution de lataxonomie des aCtinOmyCELES. ..........oiuiitie it e e e e e 5
3.2. Criteres actuel S A IdentifiCaliON. .. ... ie e e e e e e 7
3.2.1. CaractereS MOrpPhOlOGIGUES. .. ... ... .uute ettt e e et e e et e et e e e e e e e e 7
3.2.2. Critéres ChimiotaXONOMIGUES. .. ...... e et e e et v et e e v et e e et e e et veenaaeanas 7
3.3.3. CritereS PhySIOIOQIGUES. .. ... ..ttt et e et et e e et et et et e e e e e 9
334, CritereS MOIECUIAITES. .. ..t et e e e e e e e e e e e e 9
4. Importances industrielles des aCtinOMYCELES. .. ...... et e e e e e e e e e e 9

CHAPITRE Il : LESCELLULASES

T = 10 12
2 O 1 == 13
2.1 Structure des CEIIUIBSES. ... o e e L

2.2. Classification deS CEllUIASES. .. ... oou et e e e e e e e 15
2.3. LES SYStEMES ENZYMBLIGUES. .. ... oen et ee e et eet et e et et et e e e et e e e e ae et rea et e aaeeae et aee e 15
2.3.1. LESENUOQIUCANGSES. .. .. e e ettt tee et et e et e e e e e et e e et et e et e e e 16
2.3.2. LESEXOQIUCANGSES. . . . e e te et ettt et et e e et e et e et e e e e e e 16
2.3.3. LS P-gluCOSIAASES. ..t v vttt ettt et e 17
2.4.S0urce et orginESAES CEllUIBSE. .. ...t e e e 17
Y o= TR 0 T o ot o o 18
3. Méthodes et teChNIQUES ' EIUE. .. ... ... cee e e e e e e e e e e e e e re e e en e 20
3.1. Mesurede I’ aCtiVité eNZYMELiQUE. .. ...... ...t it et e et e e et e e e e e e e 20
3.2. Propriétés physicochimiques des CEllUIBSES. ........co. it e e 20
3.3. Production de CEITUIASES. .. ... oon et e e e e e e e e e e e 21
3.3.1. Les conditions de culture affectant la production de cellulases.............coocovevii i, 21
3.3.2. Composition dumilieU de CUITUIE. .........cuiie it e e e e e aee e 23
4. Applicationsindustriellesdes CElIUIAsES. ..o e 23

PARTIE EXPERIMENTALE

CHAPITRE | : MATERIELSET METHODES

AV P = T o) oo o[ 26
2. Criblage des souches d’ actinomycetes productrices de cellulases..........oovvve i 26
2.1 SUrMITIEU SOIIE. .. .ot e e e et e e e e e 26
2.2, SUr MITEU HTQUITE. .. ..t e e e e e e e e e e e e e eeae e 27

2.3. Mesurede ' activite CEllUIASIQUE... ... ...ocuue it e e e e e e e e aen s 27



2.4. D0SAge deS SUCTES FEAUCTEUIS. .. ... e e et e et e e e et e et e e e e e e e et e et e e e 28

3. Etude taxonomique des SOUChES SAIECHIONNEES. ... .. ..ieu it e e e et e e e e e ee e eeaas 28
0 0 I (o (= e T 7o) o T o 1= 28
3.2. Etude ChimiOtaXOnOMIGUE. .. ......ee it e et et e e e e e et e e e e e e an e 29
3.3 EtUde PhYSIOIOQIGUE. ... ... et et et e e e e et e e e 30
34, TeSIShIOChIMIQUES ... .. et et e e et e e et et e e e e eae s 32

4. Optimisation delaproduction de CEllUIAsES. .. .......ov it e e, 35
A1 LemilieU de CUITUNE ...t e et e e e e e e e e e e e e e 35
4.2, Effel de latemPEratUre. .. ..o e e e e e e 35
G N 5 = o U o) 35
4.4, Effel dessources de CarbONe ... ... i e e D)
4.5, Effet 0ES SOUMCES O'AZ0TE. .. ... eute it e et et e e e et et e e e e e et aen s 36
5.6. Effet dutemps d’'inCuDatioN. .. ... ... oo e e e e 36

5. Caractérisation des cellulases dans 1€ SUrNageant. .. ..........ouiie it e e e e e e 36
5.1, Effet delatemPerature.. . ... ..vnie it et e e e e e e e e e e e e 36
B2 B AU PH .o e e e e e 36
5.3. Mesurede lathermostabilite. .. ........ooeii i e O T
5.4. Effet desionSmMEAllIQUES. ... ..ot e e e e et e e e 37
5.5. Effet des agents QeNatUrants. ... ... e it e e e et e e e e e e e e e e e e e 37
E I = 0o (1o o0 £ 37
5.7. Effet delaconcentration de CMC... ...t e e e e e e e e e e, 38
5.8. Spécificité de CMCase vis-a-vis de différents substrats.............cooeii i iiiii e 38
5.9. Stabilité au cours de 1a CONSEIVALION. .. ...... .ttt e e e e e e e e e e e e een e 38
5.10. Etude des produits d’ hydrolyse par chromatographie sur couche mince..............c.cooveevvvnevnnne. 38
5.11.Caractérisation éectrophorétique des cellulases sur gel de polyacrylamide en présence de

OAECY] SUITALE (SDS-PAGE) ... . e ettt eit e e et e et et et e et e et e e e e e e e e e nen e eann 39
5.12. Mise en évidence de I’ activité cellulasique par latechnique du zymogramme......................... 40

6. ANAIYSE SEALISHIOUE. .. ... v e et et et s e et et e e sreeee e sne e ennesneeneeneennesnennnennn DL

CHAPITRE Il : RESULTATSET DISCUSSIONS

1. Criblage des souches d’ actinomycétes productricesde cellulases............cocvvviiiiiiiiii v 42

2. Etude taxonomique des SOUChES SEIECHIONNEES. .. ... ..ou.ee e et e e e e e 44
2.1. Etude des caractéres morpholOgIQUES. .. ... .. e e i et e e e e e e e e e e e e aeas 44
2.2. Analyse des constituants Cellulaires €t ParitaliX ...........o.veveiieeineiiiie e e e e e 48
2.3, 1dentifiCatioN U QENT. . . ..o oe e e e e e e e e e e e e e e e 49
A (10 [ o] )72 Lo 1T o 1= 49
2.5, 1dentifiCation e 1 ESPBCE. .. ... et et et e e e e e e 50

3. Optimisation delaproduction de CEllUIASES. ... .......o i e e e e e e e 53
3.1 Effet delaconcentration de CIMC. .. .. ettt e e et e e et 53
3.2 Effet del extrait deleVUIe. .. ... ... e e e e e e e e e 54
3.3. Effet du sUlfate de MagnSiUm. .. ... e e e e e e e e e e e e 55
3.4. Effet du chlorure d'ammoOniUm. .. ... ..o e e e e e e e e e e e e e 55
3.5, Effet du Chlorure de SOOIUML. .. ... et e e e e e e et et e e e e e e ean 56
3.6. Effet e latempratUre. ... ..ot e e e e e e e e e e 57
ST Bt dUuPH INItIal. ... e e e e 58
3.8. Effet desSSOUrCeS e CarbONE. ... ... e e 59
3.9. Effel dES SOUMCES 0/ 8Z0LE. .. .. ettt e e e e e e et e e e e e e e e e e e e 60

3.10. Effet dutemps d' inCUDELION. .. ... ....oe e e e 61



4. Caractérisation de cellulases dansle surnageant de CUItUre...........c.covieiie it e e 62

4.1 Effel de latemPeratUre. .. ..ot e e e e e e e e e e e 62
= o U o) PSRN o X |
4.3. ThermOStaDIITE. .. ...t e e e e e e e e e 64
4.4, Effet desSioNSMEBAIlIQUES. ... ...t e e e e e e e e e e e e 66
4.5. Effet des agentS denalUrantS... ... ...v. e iee it et e e e e et e e e et e e e e e ae e e 67
4.6, EffEl AU QIUCOSE. .. v it e e et e e et e e e e e e e e e e 67
R = o L= - 1 68
IS = o 1 11 (= - PN 69
4.9. SPECITICItE VIS-a- VIS AES SUDSLIALS. .. .. cee e e e e e e e e 69
4.10. Etude des produits d'hydrolySe de CMC.... ..o e e e e e e 70
4.11. SDSPAGE €t ZyMOgramIme. .. ..ot it it et e e e et eerieseeseesteesseesreesreseesessnessesnsessensnsesnsessensnnes L4
CONCIUSI ON. . . e e e e e e e et et e e e e e e e e e 73
REfErences bibliographiQUES. .. .......e e e e e e e e e e e e e e e 74

Annexes



Introduction

INTRODUCTION

La biomasse lignocellulosique, constituée principalement de cellulose, d hémicellulose et
de lignine, représente aujourd’ hui une des ressources renouvel ables les plus abondantes sur terre.
La cellulose, polymeére linéaire constituée d’unités de D-glucopyranose reliées par des liaisons f3
(1-4), constitue la premiére ressource en carbone et d'énergie renouvelable pratiquement
inépuisable et peu exploitée acejour.

Elle offre les meilleures perspectives en terme de réduction des colts de production par son
abondance et son prix potentiellement inférieur aux autres substrats et ce malgré la complexité
des procédeés de transformation. La cellulose constitue des enjeux importants dans la recherche
notamment en matiéere de biocarburants. Ces recherches visent |’améioration des rendements
de conversion de la biomasse végétale en utilisant des enzymes capables de dégrader la cellulose
et par ailleurs sa valorisation a aussi un impact écologique trés intéressant qui consiste a réduire
les émissions de gaz a effet de serre (Howard et al., 2003).

Les principales enzymes capables de dégrader les celluloses sont des hydrolases appel ées
enzymes cellulolytiques. En raison de la complexité structurale des celluloses, leur dégradation
compléte impligue tout un systeme comprenant une variété d’ enzymes dont les endoglucanases
qui hydrolysent au hasard les liaisons internes [ (1-4) de la chaine cellulosique, les
exoglucanases attaquent les deux extrémités de la chaine cellulosique, et les B —glucosidases
hydrolysent la liaison - glucosidique du cellobiose.

Divers microorganismes, notamment différentes espéces d actinomycétes présentent des
capacités de biodégradation des molécules organiques aussi variées que récalcitrantes. Cette
fonction de biodégradation est due alavariété d enzymes qu’ elles peuvent synthétiser telles que les
cellulases, les xylanases, les amylases et |les lipases (Mc Carthy et al., 1992).

Les actinomycétes constituent un groupe de microorganismes procaryotes Gram positifs,
avec un coefficient de Chargaff (GC) supérieur a 55% ; elles sont universellement répandues
dans presque tous les écosystemes, avec toutefois une préférence pour les sols grace a leurs
capacités d adaptation aux différentes conditions environnementales et leurs variabilités
métaboliques. Malgré la lenteur de leur croissance, leur aptitude considérable a produire de
nombreuses substances métaboliques leur confére un role essentiel dans la décomposition de la
matiere organique et le recyclage des éléments dans les sols et dans la lutte biologique contre les
mal adies des plantes (Lamari, 2006).

Y



Introduction

Pour ces raisons, la recherche de nouvelles souches productrices de cellulases
performantes reste un domaine de recherche privilégié. A ce titre, notre éude porte sur une
contribution a I’ é&ude des cellulases, principalement des carboxyméthylcellulases produites par

des souches d’ actinomycetes collectionnées au niveau du laboratoire de Biochimie Microbienne.

Dans le présent travail, 80 souches d’ actinomyceétes isolées a partir d’ échantillons de sol riches
en matiéres organiques, ont fait I’ objet d’ un criblage dans cette optique.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a une présentation bibliographique sur les
actinomycetes en général ainsi qu’un apercu sur les cellulases.

La seconde partie du document développe les méthodes utilisées et les résultats obtenus

relatifs aux différentes étapes de ce travail a savoir:

- Criblage des souches productrices de cellul ases.
- Identification des souches choisies.
- Optimisation de production de cellulases.

- Caractérisation de cellulases dans |e surnageant brut.

)
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CHI1:LESACTINOMYCETES

1. Généralitésur lesactinomycetes

Cohn, des 1875 décrit e premier actinomycéte et deux années plus tard, Harz (1877) isola
Actinomyces bovis, agent responsable des actinomycoses du bétail (Lechevalier et Lechevalier,
1970). Depuis, les actinomycetes ont été isolés des sols, des matiéres organiques en
décomposition, des eaux, de presgque tous les habitats ou la vie est possible (Theilleux, 1993 ;
Bergey’s manual, 2007).

Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif, dont |e coefficient de Chagraff (C+G)
est supérieur a 55%, généralement compris entre 60 et 75% (Ensign, 1978 ; Larpent et Sanglier,
1989; Chun et al., 1997). Ils comprennent des formes peu évoluées comme le genre
Mycobacterium, ou tres évoluées, comme le genre Streptomyces qui forme un véritable
mycélium non fragmenté et sporulant. Les formes évoluées possédent un mycélium du substrat,
surmonté par un mycélium aérien sporulant qui leur confére un aspect fongique d'ou
I’ expression « ray fungi » ou « champignons rayonnants », utilisée parfois entre 1930 et1960.

En général, les actinomycétes sont des hétérotrophes, mais plusieurs espéeces sont capables
aussi de croissance chimio-autotrophique (Ensign et al., 1993), certaines ont des exigences
nutritionnelles telles que les vitamines et certains acides aminés. |ls colonisent frequemment les
substrats insolubles (Crawford et al., 1993) et peuvent dégrader les proténes, la cellulose et
d’ autres matieres organiques et les résidus des plantes dans le sol (Lacey, 1997).

Les actinomycétes sont généralement agrobies, anaérobies facultatifs tels que : Oerskovia,
ou microaérophiles tels que Actinomyces et Agromyces ; mésophiles ou parfois thermophiles
comme Thermoactinomyces et neutrophiles (Lechevalier, 1981; Goodfellow et Williams, 1983;
Tracy et al., 2002 ; Badji, 2006). IIs préferent un pH neutre ou peu alcalin.

Les actinomycétes sont généralement saprophytes, mais quelques uns sont pathogénes
pour les plantes tel que Streptomyces scabies, agent de la galle de la pomme de terre (Loria,
1986) ou encore pathogenes pour I’homme (comme Mycobacterium tuberculosis, M. leprae)
(Peltolaet al., 2001) et pour les animaux (Actinomyces bovis) (Goodfellow et Williams, 1983).

2. Ecologie des actinomycétes

Les actinomycetes sont des germes tres ubiquitaires, rencontrés sur tous les substrats
naturels (Williams et al., 1984). Ils constituent une part importante de la microflore tellurique :
10 a20 % ou parfois plus (Dommergues et Mengenot, 1970 ; Ishizawa et Arargi, 1976).
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IIs sont présents dans des sols polaires gelés en permanence tout comme dans les sols
désertiques chauds et secs, dans le pétrole brut, les sols hautement contaminés avec les métaux
lourds ou le pétrole, les lacs extrémement alcalins et les lacs salés et mémes dans des sédiments
océaniques situés a plus de 4000 m de profondeur (Cross, 1981 ; Goodfellow et Williams, 1983)
(tableau I).

Tableau | : Répartition des actinomycetes dans la nature (Goodfellow et Williams, 1983).

Genre Habitats
Actinomadura Sol
Actinoplanes Sal, eau, litiere
Frankia Nodule de racines
Microbispora Sol
Micromonospora Sol, eau
Nocardia Sol, eau
Rhodococcus Sol, eau, fumier, litiére
Sacchromonospora M atiére en décomposition
Sreptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporangium Sol
Thermomonospora M atiére en décomposition et fermentation

Le sol est la source d'une diversité é&onnante de microorganismes. Il présente une grande
densité de population actinomycetale. Plus de 40 genres des actinomycétes aérobies sont décrits
presque chague année. Numériguement, ils sont moins prédominants que les autres bactéries
mais bien plus que les champignons (Harvey, 1999).

Le genre Sreptomyces est celui qui prédomine généralement dans les sols et divers autres
substrats. 1l représente 80 a 95% du total des actinomyceétes. (Lacey, 1973 ; Williams, 1978 ;
Elwan et al., 1985). Apres Streptomyces, les genres les plus fréguents sont Nocardia et
Micromonospora (Dommergues et Mangenot, 1970). Les autres genres ne constituent qu’une
fraction minime et sont parfois peu fréquents ou méme assez rares. Ces microorganismes ont la
capacité de produire une grande variété d'hydrolases extracellulaires qui leur donnent un role

important dans la décomposition de la matiere organique dans le sol (Valois et al., 1996).

Dans les sols sahariens, Les actinomycetes constituent entre 15 et 60% de latotalité des

-
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microorganismes et peuvent méme dépasser les 85% dans les horizons profonds des sols des
palmeraies (Badji, 2006). Les genres prédominants dans ces sols, sont Streptomyces suivi de
Micromonospora et Nocardia. Cependant, |es sols sahariens sont caractérisés par une trés grande
diversité générique de telle sorte que I'on retrouve en quantité trés appréciable (et parfois
abondante) des genres pourtant peu fréquents, voir méme assez rares dans le monde, comme
Actinomadura, Nocardioides, Nocardiopsis, Saccharothrix, Streptosporangium, Spirillospora,
Planomonospora, Oerskovia, Saccharomonospora, Thermoactinomyces, Thermomonospora, €etc.
(Sabaou et al., 1998).

Les actinomycetes ont été également mentionnés dans les milieux marins. L’ opinion selon
laquelle des actinomycetes coloniseraient le milieu marin est trés controversée. Selon les uns,
les souches d’ actinomyceétes isol ées de tels milieux ne seraient que des formes terricol es adaptées
alasainité de I’eau de mer ; selon d'autres, il existerait bien une flore d actinomycetes propre
aux sédiments marins caractérisée par sa barotolérance, son halophilie et une température
optimale faible ; ainsi, certaines souches nocardioformes isolées a plus de 2000m de profondeur
se développent sous les pressions hydrostatiques de 500 bars en présence d' eau de mer a 18°C
(Weyland, 1981).

L’air constitue pour les actinomycetes, non pas un habitat, mais un moyen de transport
(Gazeko et al., 1998; Reponen et al., 1998). Les spores de certains actinomycetes se
développent dans des matériaux détériorés provoquant, lorsqu’ elles sont inhalées, des maladies
respiratoires. Les spores d’ actinomycétes thermophiles sont produites en grande gquantité et sont
facilement mises en suspension dans |’ air, lors de manipulations de matériaux détériorés et leur

dissémination se fait facilement gréace au mouvement del’air (Mazodier, 1974).

3. Taxonomie des actinomycétes

3.1. Evolution dela taxonomie des actinomycetes

Au cours des années, la taxonomie des actinomycétes a connu plusieurs remaniements
pour répondre a |’ évolution progressive des critéres de classification qui n’ont cessé de changer
et qui ont permis de clarifier progressivement les ambiguités existantes dans la position
taxonomique de plusieurs especes et genres. Au cours de cette évolution, la systématique des
actinomycetes a été caractérisée par quatre périodes distinctes :

Durant la premiére période, seuls les criteres macro et micro morphol ogiques permettaient
de différencier les genres entre eux. Ceci donna lieu a la création de nombreux genres dont les

limites entre eux n’étaient pas toujours nettes ce qui créa beaucoup de confusion (Waksman,
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1943 ; Couch et Bland, 1974). Cette période s'est éendue jusqu'au début des années 60,
(Pridham et al., 1958 et Tresner et al., 1961).

La seconde période, qui a débuté a partir des années 60, a vu le développement de
I’ utilisation de la chimiotaxonomie basée sur la composition tels que les acides aminés (Becker
et al., 1964), les sucres cellulaires (Lechevalier et Lechevalier, 1970 a), les acides mycoliques,
( Mordarska et al., 1972), les phospholipides membranaires (Lechevalier et al., 1977 ; Minnikin
et al., 1977), les ménaguinones (Collins et Jones, 1981) et les acides gras (Grund et
Kroppenstedt, 1990). Le métabolisme cellulaire était négligé durant cette période et seulement
environ une dizaine de tests physiologiques étaient impliqués dans la différenciation des espéces.
Les critéres chimiques, combinés aux descriptions morphologiques, se sont révélés jusgu’a
I" heure actuelle, trés efficaces pour I’ identification des genres d’ actinomycetes.

Latroisieme période, qui a débuté dans les années 70, avec une apogée entre 1980 et 1990,
est caractérisée par I’avenement de la taxonomie numeérique assistée par ordinateur, dans le but
de clarifier I'identification des espéces de chaque genre. Contrairement a la période précédente,
ici, le métabolisme cellulaire est d’ une grande importance ; le principe consiste a traiter avec un
logiciel approprié les résultats de plusieurs dizaines de tests physiologiques et biochimiques ; ce
qui permet d obtenir un dendrogramme montrant les pourcentages de similitude entre les espéeces
dont la position taxonomique a été clarifiée pour plusieurs d entre elles (Goodfellow, 1971 ;
Athalye et al., 1985 ; Goodfellow et al., 1990 et Grund et Kroppenstedt, 1990).

La derniere période, qui a débuté durant les années 80, consiste a I’application des
méthodes d analyses génétiques et moléculaires. L hybridation ADN-ADN , le séquencage de
I’ARN ribosomique 16S et 23S et |la détermination du coefficient de Chargaff ~ ont permis de
tracer toute la phylogénie des actinomycetes (Stackebrandt et Kroppenstedt, 1987 ; Kinoshita et
al., 1999 et Hu et al., 2004). Grace au séquencage de I’ARN ribosomique 16S, certains genres
bactériens non mycéliens furent inclus dans I’ ordre des Actinomycetales, tandis que d’ autres en
furent exclus.

Actuellement, le phylum Actinobacteria tel qu'il figure dansle Manuel de Bergey (2007),
renferme une seule classe : Actinobacteria. Cette classe est subdivisée en 5 sous classes, 6
ordres, 13 sous ordres dont 9 appartiennent a |’ ordre des Actinomycetales.On y trouve égal ement
48 familles, 210 genres dont 188 appartiennent a |’ ordre des Actinomycetales) et pres de 1711
espéces. Le genre Sreptomyces alui seul comprend 519 espéces (Justin et al., 2003).
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3.2. Critéresactuelsd’identification
3.2.1. Caractéres mor phologiques

Les caractéres culturaux contribuent parfois dans la différenciation des genres

d  actinomycetes entre eux. Parmi ces caracteres culturaux importants :

La production d'un mycélium aérien (MA) ou non (ex Actinoplanes, Micromonospora et
Rhodococcus) :

La présence ou non de mycélium du substrat (MS) et la couleur du MA et du MS.

Laproduction et la couleur de pigments diffusibles dans le milieu de culture.

La fragmentation ou non des mycéliums.

La présence des spores (forme, mobilité, surface, disposition sur les hyphes, nombre) origine
exogene ou endogene des spores (sporanges, des porophores, des sclérotes ou de synnemata).

La micromorphologie de quel ques genres principaux est schématisée dans lafigure 1.

3.2.2. Critéreschimiotaxonomiques

La chimiotaxonomie est un systéme de classification et d’identification base sur des
caracteres chimiques permettant de grouper et de distinguer des microorganismes. Ces
déterminations chimiques se montrent surtout efficaces pour délimiter des groupes et des genres.
(O’'donnell, 1982).

Les acides aminés pariétaux taxonomiquement importants, |I’acide diaminopimélique
(DAP), qui peut étre sous deux formes isomériques, LL ou DL (méso),et la glycine qui est, soit
présente ou absente (Lechevalier et Lechevalier, 1970a). Cependant, chez quelques genres
d’ actinomycétes, le DAP peut étre remplacé par la lysine, I'ornithine ou [|'acide
diaminobutyrique (DAB) (Becker et al., 1965 ; Y amagushi, 1965).

L’ éude de la composition des parois cellulaires en glucides permet la séparation des
actinomycetes en différents groupes. Les sucres diagnostiqués d apres Lechevalier et
Lechevalier, (1970a) sont principalement les couples arabinose — galactose, arabinose — xylose,
rhamnose galactose, ains que le madurose (ou 3-0-méthylgalactose) (Lechevalier et Gerber,
1970).

Chez certains genres d actinomycetes, la composition en acides aminés et en sucres n’est
pas suffisante pour leur identification. Pour cette raison, il est indispensable d' utiliser d autres
criteres chimiques, essentiels pour la reconnaissance des genres, notamment la composition en
lipides cellulaires. Les plus importants chez les actinomycetes sont les phospholipides, leur

analyse a permis de distinguer plusieurs genres ayant entre eux méme morphologie et le méme

.
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type pariétal (Lechevalier et al., 1977). Les acides mycoliques, les ménaguinones et les acides
gras ont permis de confirmer les résultats obtenus sur |es phospholipides et ainsi de distinguer de
plusieurs genres entre eux (Lechevalier et al., 1986).

tupe RF

Plooenonaspor Micremorospor

Y x i

M5 = J

Actinormadura Nocardiopsiv MNocardia

Mg

MA A LA F-TER —:p“-?l

Saccharamenos pory Streptospurangium Spiritlaspora

Figure 1 : Micromorphologie des principaux genres d actinomyceétes (Zitouni, 2005).
MA, mycélium aérien; MS, mycélium du substrat; RF, Rectus Flexibilis (chaines de spores droites a flexueuses);
RA, Retinaculum Apertum (chaines en crochets ou en boucles fermées); S, Spira (chaines spiralées); s,

sporophore; c. sp.; chaines de spores; sp. i.; spores isolées; sp. m.; spores mobiles; sg., sporanges.
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3.3.3. Criteres physiologiques

En plus des caractéres morphologiques, la détermination des espéces se base sur les
caracteres physiologiques. Ces derniers consistent en des tests de dégradation de différents
composés glucidiques, lipidiques et protidiques, polyméres complexes, etc. D’autres tests
interviennent parfois dans la détermination des espéces, comme la résistance a certains agents
antimicrobiens et latol érance a des conditions extrémes (température, pH, salinité, etc.).

Bien que les tests physiologiques aient été utilisés depuis trés longtemps, en méme temps
gue la description morphologique, leur efficacité réelle n’est apparue que lorsqu’ils sont utilises
dans le cadre d’'une taxonomie numérique (Athalye et al., 1985) qui a permis de surmonter les
difficultés inhérentes aux interprétations des grands résultats obtenus. Ces caractéres
physiologiques discriminants permettent de différencier les especes appartenant a un méme
genre. Cependant, ils ne sont pas suffisants pour |’ identification des especes, car ils doivent étre

complétés par des études moléculaires (Goodfellow, 1971).

3.3.4. Criteresmoléculaires

Les analyses moléculaires sont trés importantes pour retracer |es parentés phylogénétiques
des souches et pour la détermination des espéces. Ces analyses ont permis de regrouper ou de
separer ces especes entre elles, et de proposer la création de nouvelles especes (Lamari, 2006).
Les principaes techniques utilisées sont, le séquencage de I’ADN ribosomique 16S,
I"hybridation ADN-ADN, et |e pourcentage en guanine-cytosine.

4. Importancesindustrielles des actinomycetes

Des procédés exploitant certaines caractéristiques de microorganismes ont été
développés, soit pour dégrader de nombreuses molécules organiques ou minérales pour la
depollurion, soit pour la production de plusieurs métabolites primaires et secondaires ayant des
valeurs goutées et des activités biologiques tres importantes. Pour cette raison, les
actinomyceétes suscitent un intérét particulier dans divers domaines dues a leur capacité de
synthétiser de nombreux métabolites secondaires biologiquement actifs et enzymes (Tableau I1)
(Oskay et al., 2004), cet intérét incite les chercheurs et spécialistes a les isoler afin d obtenir de

nouvelles mol écul es intéressantes.

g
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Tableau 11 : Nombre approximatif de produits microbiens bioactifs (2002) d’ apres Berdy (2005).

Autres Total des  Meétabolites utilisés
o o o o Métabolite
Source Anfibiofiques  metabolites  meétabolites (en therapie o
o o _ inactifs
bioactifs bioactifs humaine)

Bactéries (autres) 2900 900 3800 10-12 (8-10) 3000 a 5000
Actinomycétales 8700 1400 10100 100-120 (70-75) 5000 4 10000
Streptomyces sp. 6550 1080 7630

Actinomycétales rares 2250 220 2470
Champignons 4900 3700 8600 30-35 (13-15) 2000 a 15000
Total 16500 6000 22500 140-160 (100) 20000 a 25000

Depuis plusieurs décennies, les actinomycetes représentaient une source importante de
divers métabolites antimicrobiens. Approximativement deux-tiers d'antibiotiques naturels ont été
isolés des actinomycetes, et environ 75% sont produits par des souches appartenant au genre
Streptomyces. (Saadoun et Gharaibeh, 2003 ; Oskay et al., 2004 ; Anansiriwattana et al., 2006 et
Boudjellaet al., 2007). Il est al'origine de la majorité: plus de 50 % du total des antibiotiques et
pres de 80 % de ceux sécrétés par les actinomycétes (Hayakawa et al., 2004 ; Oskay et al.,
2004).

Par ailleurs 80% des antibiotiques commercialisés proviennent de ce genre (Thakur et al.,

2007) asavair: la streptomycine, la novobiocine, la nystatine, etc.

L’ hétérogénéité métabolique des actinomycétes et leur diversité écologique assez
exceptionnelle font d'eux des producteurs potentiels de nouvelles activités et spécificités
enzymatiques (Peaczinska-czoch et Mordarski, 1988). Apres les antibiotiques, les enzymes
représentent |e second grand groupe de produits industriel s synthétisés par les actinomycétes. En
effet, ce sont d’'excellents producteurs d enzymes a utilisation industrielle telles que des
protéases, des chitinases (Tanaka et Omura, 1990 ; Vonothini et al., 2008), des amylases, des
cellulases, des xylanases et des lipases (Park et al., 2002).

A titre d'exemple : la D-xylose isomérase, plus connue sous le nom de glucose isomérase,
produite par I'espéce Actinoplanes missouriensis et plusieurs especes de Sreptomyces, est
utilisée pour obtenir des sirops riches en D-fructose.

Un complexe amylasique issu de Streptomyces hydroscopicus et S. praecox a été exploité

pour préparer des sirops riches en maltose.

o)
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Les protéases d’ actinomycetes sous forme libre ou immobilisées sont employées dans les
industries alimentaires, pharmaceutiques, en tannerie et comme additifs dans les détergents (ex :
pronase de S. griseus) (Theilleux, 1993).

Par ailleurs, les actinomyceétes produisent de fortes quantités de chitinases et de B-1-3
glucanases et causent des plasmolyses et des lyses des parois cellulaires des pathogenes (Conn,
2005). D’ apres Park et al. (2002), les chitinases produites et sécrétées par les actinomycetes
agissent sur les cuticules des nématodes adultes et provoquent ainsi leur mort. Notamment
I’espece Streptomyces coelicolor qui secrete de nombreuses hydrolases incluant : 60
protéases/peptidases, 13 chitinases/chitosanases, 8 cellulases/endoglucanases, 3 amylases et 2
pectates lyases (Bentley et al., 2002).

Les inhibiteurs d’ enzymes ont également recu une attention toute particuliere pour leur
utilisation potentielle en pharmacologie. Sivakumar et al. (2007), ont rapporté que Imada, (2004)
a mis en évidence de nombreux types d’inhibiteurs d’enzymes tels que ceux de la B-glucosidase
et del’ a-amylase.

Certaines enzymes produites par les actinomycétes sont utilisées dans la dégradation des
hydrocarbures (Dixit et al., 2000), le phénol dans lesindustries textiles et des teintures (Bhathena
et al., 2002), le traitement des emballages (ex.: pimaricine) et d autres pour la protection de

certains fromages (Vandamme, 1985).
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CH Il : LESCELLULASES

1. Lacdlulose

La cellulose est le matériel structural de base des parois cellulaires des végétaux
supérieurs. C'est la substance naturelle la plus abondante sur terre, dont la production mondiae
est estimée a 20 milliards de tonnes (Arnaud et Guiraud, 1999).

La cellulose est un polymeére linéaire, constitué d’ unités de D-glucopyranose reliées par
des liaisons B (1-4) (Figure 2). Elle présente une configuration chaise, permettant aux
groupements hydroxyles de se trouver en position égquatoriale avec une stabilité du polymeére. La
grandeur de la chaine moléculaire est habituellement caractérisée par le degré de polymérisation
(DP), correspondant au nombre de motif de B-D- glucose, qui est de I’ordre de 10000 (Arnaud et
Guiraud, 1999).

HOH,C HOH,C
% 0 HO~ OH 5 0
M 0 i_\/ :VOVZ>\Z7\\ Oﬁ\_y l\/o.‘\'“
Ho~"Son . /0 OHo o
2.

Figure2: Structure chimique partielle de la cellulose

La composition de différents matériaux lignocellulosique en celulose est présentée dans le
tableau suivant.

Tableau |11 : Composition en cellulose de différents matériaux lignocellulosiques (Howard et

al., 2003).
Matériaux lignocellulosiques | Cellulose % Hémicellulose % Lignine %
Bois dur 40-45 24-40 18-25
Boistendre 45-50 25-35 25-35
Coquille de noix 25-30 25-30 30-40
Epis de mais 45 35 15
Papier 85-99 0 0-15
Pailledeblé 30 50 15
Paillederiz 321 24 18
Papier de journal 40-55 25-40 18-30
Gazon 25-40 25-50 10-30
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La présence de nombreux groupements hydroxyles confere a la chaine de cellulose une
grande tendance a former des liaisons hydrogenes intramoléculaires a I'intérieur d’une méme
chaine ou intermoléculaires entre deux chaines différentes constituant ainsi des micro-domaines
hautement organisés. Ces liaisons d hydrogénes sont responsables de la formation des

microfibrillesrigides et insolubles (Hasper et al., 2002).
Cette chaine de cellulose est constituée de deux types de structures (Baumgartier, 1949) :
- Des structures cristallines de chaines associées, par des liaisons hydrogéenes difficiles arompre

- Des structures amorphes, sans cohésion et plus faciles a hydrolyser.

Certains auteurs estiment que la cellulose peut se présenter sous différents états (Bisaria et
Chose, 1981) et classent la structure de la cellulose en deux groupes:
-Lacdlulose | : appelée aussi native, qui est une molécule synthétisée par les étres vivants. Les
chaines de cette cellulose s organisent parallélement d’ une maniere a ce que toutes les extrémités
réductrices des molécules soient organisees d’'une fagcon antiparalléle, elle est présente dans le
coton et le bois.
La cellulose Il : correspond a une réorganisation des chaines par des traitements chimiques ou
thermiques de la cellulose native.

Parmi la grande variété des dérivés cdlulosiques, on peut distinguer deux groupes
principaux en fonction du type de substituant : ce sont les dérivés esters et les dérivés éthers.

- Les esters de cellulose sont formeés par estérification des groupements hydroxyles libres de la
cellulose au moyen d'un plusieurs acides.

-Les éthers de cellulose sont obtenus par la substitution des groupements hydroxyles par des
groupements éthers.

La carboxyméthylcellulose (C.M.C) est |’ éther de cellulose dont la production est la plus
importante. La réaction se produit entre |" alcali-cellulose et |e chloroacétate de sodium ou I’ acide
chloroacétique. Les principales propriétés de la C.M.C qui déterminent son utilisation ultérieure
résident dans son caractére hydrophile, sa forte viscosité en solutions agueuses, ses bonnes
propriétés a former des films, son innocuité et son excellent comportement comme colloide et
adhésif (Alais et Linden, 1997).

2.Lescdlulases

L’intérét porté aux cellulases a considérablement augmenté ces dernieres années a cause de

I" utilisation de ces enzymes pour I” hydrolyse du matériel cellulosique prétraité en sucre, qui peut
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étre a son tour fermenté en d’ autres produits comme le bioéthanol. La plupart des cellulases
utilisées dans la biotechnologie dérivent des bactéries et moisissures mésophiles (Wang et al.,
2009).

Les cellulases sont des enzymes extracellulaires inductibles synthétises par les
microorganismes durant leur croissance sur le matériel cellulosique (Kim et al., 2009 ; Liu et al .,
2006). Elles ont une action sur les substrats cellulosiques, solubles et insolubles.

Les cellulases sont les seules enzymes qui peuvent briser les liaisons B-(1, 4) des
polysaccharides de cellulose en glucose. Elles donnent un grand rendement de saccharification
90 - 98 % et leur utilisation peut produire des effluents favorables pour I’ environnement (Aftab
et Vermette, 2008).

2.1. Structure des céellulases

La majorité des cellulases microbiennes éudiées sont des glycoprotéines, avec un taux
élevé en acides aminés acides (Beldman et al., 1985). Elles ont généralement une structure
modulaire avec deux domaines fonctionnels distincts : Le site catalytique et le site de fixation du
substrat ou CDB (cellulose binding domain) .Ces sites sont habituellement reliés entre eux par un
peptide glycosylé flexible riche en Ser / Pro et Thr appelé « linker » (Figure 3) (Cavako-Paulo,
1998 ; Receveur et al., 2002 ; Hasper et al., 2002). La présence du domaine de fixation est
essentielle pour la dégradation de la cellulose cristalline de coton, car elle augmente la
concentration de I’ enzyme autour du substrat et de ce fait améliore la catalyse enzymatique (Din
et al., 1991 ; Boraston et al., 1998).

Figure 3 : Exocellulase CBH | (Cel7A) de Trichoderma reesel (John et al. ,2005)
A :lestedefixation, B : le «linker » glycosylé, C : le site catalytique.
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Le modéle «domaine catalytique-domaine de fixation a la celulose» ou CBM
(carbohydrate binding module) est le plus souvent rencontré pour les systemes excrétés. Les
CBM facilitent |’hydrolyse de la cellulose en assurant |I'ancrage du site catalytique sur le
substrat. Leur role est particulierement important pour [I'initiation de I'action des
cellobiohydrolases et leur processivité. Ils sont localisés aux extrémités de la protéine. Les CBM
interviennent aussi dans la déstructuration des fibrilles de cellulose. Ils sont souvent uniformes
avec une face hydrophile et une face hydrophobe.

Les sites catalytiques ont une configuration en crevasse pour les endoglucanases et en
tunnel pour les exoglucanases afin de permettre |e déplacement de |I’enzyme le long de la chaine
de cellulose. Les microorganismes cellulolytiques possedent plusieurs enzymes de types endo et
exo afin de pouvoir agir sur les zones amorphes et cristallines (Ballerini et Alazard-Toux, 2006).

2.2. Classification des cellulases

Les cellulases appartiennent aux O-glycoside hydrolases (EC 3.2.1.-), qui sont des groupes
d’ enzymes largement répandues hydrolysant les liaisons glycosidiques entre deux ou plus de
carbohydrates ou entre un carbohydrate et une fraction non-carbohydrate. L'IUB de la
nomenclature d’enzymes (EC-number) est basée sur le type de réaction que les enzymes
catal ysent et sur leurs substrats spécifiques. 1l y a deux sortes de mécanismes de découpage pour
les glycosides hydrolases, conduisant a une rétention d ensemble ou d une inversion de la
stéréochimie au point de clivage; |e mécanisme semble étre conserveé au sein de chague famille
Ains les domaines cataytigues des GHs dans une famille ont la méme fraction
tridimensionnelle et manifeste la méme stéréospécificité de I’ hydrolyse. La classification initiale
regroupait les cellulases et les xylanases en 6 familles (A-F) Henrissat et al., 1989) puis s est
élargie a 77 familles en 1999 (1-77). Actuellement, 1l y a 100 familles de GHs, avec les cellulases
qui se trouvent parmi les 13 premiers (Voget et al., 2006).

2.3. Les systemes enzymatiques

Les enzymes impliquées dans la dégradation de la cellulose, appelées communément
cellulases, sont soit sécrétées dans le milieu, soit associées a la surface externe des micro-
organismes formant des systemes complexes appelés cellulosomes (cas des bactéries
anagrobies).

Les cellulases ont d'abord été classées selon leur mode d'action cataytique. Elles sont
maintenant aussi classées selon leur structure, comme toutes les enzymes agissant sur les sucres
(Balerini et Alazard-Toux, 2006).




Toutes ces enzymes travaillent synergiquement pour hydrolyser la cellulose en créant de
nouveaux sites accessibles pour chacune d’entre elles en enlevant les obstacles et réduire les
produits d’inhibition (Zhou et al., 2009).

2.3.1. LesEndoglucanases

Les endoglucanases (EG) (EC 3.2.1.4, EG I, EG II, EG III, EG IV, et EG V) ou 1,4-3-D-
glucanases ou carboxyméthylcellulases sont capable d hydrolyser au hasard les liaisons
internes B (1-4) de la chaine cellulosique au niveau des régions amorphes, en créant de nouvelles
extrémités non réductrices qui deviennent a leur tour des sites réactifs pour les
cellobiohydrolases (Hasper et al., 2002).

Ce sont donc les premieres enzymes qui attaquent la matiere cellulosique, en coupant les
longues chaines de cellulose en chaines plus courtes en produisant du cellobiose, des
cellodextrines et du glucose. Elles sont trés actives sur la cellulose soluble dont I activité est
d’ autant plus importante que le degré de polymeérisation est éevé. Par contre, son activité est tres
faible sur lacellulose cristalline (Hasper et al., 2002).

Il sSagit d'une enzyme a large spectre, qui peut hydrolyser un large éventail de différents
matériaux cellulosique tels que la cellulose, I'némicellulose et |a carboxyméthylcellulose (CMC)
(Arja, 2004).

2.3.2. Les Exoglucanases

Les Exoglucanases (EC 3.2.1.91), également connues sous le nom de cellobiohydrolases
(CBH, CBH | et CBH II), sont des enzymes processives qui attaguent les deux extrémités de
chague chaine courte de polysaccharide de la région cristalline de la cellulose en provoquant une
réduction lente du DP. Le produit final serait encore hydrolysé en cellobiose, un dimére de
glucose. La structure des exoglucanases a deux domaines fonctionnels, le domaine catal ytique et
le domaine de liaison-cellulose, qui sont reliés par les liaisons peptidiques. CBH | attaque les
extrémités réductrices de la cellulose, et CBH |l attague les extrémités non-réductrices (Arja,
2004 et Lee et al., 2006). Les poids moléculaires de nombreux cellobiohydrolases purifiées se
situent dans la gamme de 41 a 65 KDa, et leur point isoélectrique est acide (Hasper et al., 2002).

I’ hydrolyse enzymatique de la cellulose par les cellobiohydrolases est schématisée dans lafigure 4.




Revue bibliographigque

W/?/
%
!
L

)
|

NR

Figure 4: I'hydrolyse enzymatique de la cellulose. Les deux Cellobiohydrolases (CBH)
attaquent les surfaces cristallines aux deux extrémités opposées et les Endoglucanases attaguent
au milieu dans les régions désordonnées de cellulose (Arja, 2004).

R : représente les extrémités réductrices, NR : représente |es extrémités non réductrices.

C : indique les régions cristallines fortement organisée.

2.3.3. Les pB-glucosidases

Les B —glucosidases (EC 3.2.1.21, BGL I et BGL II) appelée également 1,4-B-D-glucanases
ou B-D- glucoside glucohydrolases, hydrolysent la liaison B- glucosidique du cellobiose et
liberent deux molécules de glucose. Elles peuvent avoir une action de conversion sur les unités de
glucose en formant les alcools, ains que les oligosaccharides supérieurs : cette propriété peut
étre importante dans I’induction des cellulases ou dans la biosynthese de dérivés de sucres
spéciaux. La plupart des B-glucosidases sont fortement inhibés par le glucose et par I’excés de
substrat. L’ inhibition par les produits finis peut étre compétitive ou non compétitive, tout dépend
delasourceinhibitrice (Arnaud et Guiraud, 1999).

Comme les enzymes de B-glucosidases sont les seules enzymes du systéme de cellulases
qui peuvent hydrolyser le cellobiose, ils ont un réle vital a jouer dans la dégradation de la
cellulose. La plupart des B-glucosidases purifiées ont été identifiées comme étant des

glycoprotéines avec des poids moléculaires alant de 40 a 400 kDa (Candace et Weimer, 1991).

2.4. Sourceet originesdes cellulases

Les cellulases sont largement répandues dans la nature. Bien que retrouvées chez certains
animaux et plantes, parasites de végétaux ou saprophytes dans le sol, les cellulases sont
largement distribuées chez les microorganismes. De plus, les cellulases microbiennes sont tres
variées, avec de grandes différences dans leur structure, leurs propriétés physicochimiques et
leurs activités catal ytiques.

Les cellulases ont été retrouvées chez les levures, les moisissures et les bactéries, mais

plus fréqguemment chez ces deux dernieres. Chez les moisissures les cellulases sont fréquemment




isolées a partir des genres Aspergillus, Penicillium et Trichoderma. Chez les bactéries, elles sont
souvent isolées a partir de Streptomyces chez les actinomycétes et les genres Bacillus et
Clostridium chez les autres bactéries (Candace et Weimer 1991).

Tableau IV : Les microorganismes producteurs de cellulases

Microorganismes Masse pH Température | Référence

moléculaire T° (C)

KDa
Bacillus subtilis Y J1 325 6 60 Yinetal. 2010
Bacillus sp. KD1014 32 6 60 Leeetal., 1999
Bacillus amyoliquefaciens DL-3 54 7 50 Leeet al., 2008
Snorhizobium fredii 9 7 35 Chen et al., 2004
Sreptomyces omiyaensis 85 6.5 45 Alam et al., 2004
Sachybotrys sp 170 5 50 Amouri et Gargouri, 2006
Penicillium pur purogenum 37 5 70 Mi Leeet al., 2010
Penicillium verruculosum 32 4 40 Yang et al., 1996
Aspergillus aculeatus 45 5 40 Naikaet al., 2007
Mucor circinelloides 27 4-6 55 Saha, 2004

2.5. Mécanismed’action

L’ hydrolyse enzymatique des liaisons glycosidiques s effectue par un mécanisme acide-
base, impliquant deux résidus catalytiques. Le premier résidu catalytique donne un proton a
I’ oxygene de laliaison glycosidique, le second intervient comme nucléophile (Sinnott, 1990).

La grande majorité des cellulases agissent selon un mécanisme de double déplacement
permettant la formation d’un intermédiaire glycosyl-enzyme qui est ensuite hydrolysé par I'ion
oxocarbonium. La réaction se poursuit par la formation d’un groupe hydroxyle a partir d’ une
molécule d' eau sur I'intermédiaire carbonium, et d’un proton sur le nucléophile. Ceci signifie
gue larupture de laliaison osidique fait intervenir une série d’ échanges d’ électrons et de protons
entre certains résidus de I’ enzyme et du substrat (Gebler et al., 1992).

Généralement, I’hydrolyse des liaisons glycosidiques B (1-4) de la cellulose se fait avec
rétention de la configuration du carbone anomérique (Gebler et al., 1992). Les produits
d hydrolyse peuvent avoir comme conséquence |'inversion ou la conservation (double
mécanisme de rechange) de la configuration anomérique du carbone-1 a |’ extrémité réductrice
(Birsan et al., 1998 ; Ooshimaet al., 1990 et Withers, 2001).
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La nature insoluble de la cellul ose représente un défi pour les systémes cellulases. Pour S'y
adapter la plupart des cellulases ont une structure modulaire facilitant lafixation del’enzyme ala
surface de la cellulose afin amorcer I" hydrolyse de la cellulose. Le systeme de cellulases montre
une activité collective plus élevée que la somme des activités de différentes autres enzymes, un
phénomene connu sous le nom de synergie (Lynd et al., 2002).

Bien qu'il y a eu des recherches considérables sur les cellulases depuis la fin de la
2°"guerre mondiale, il y'a toujours des vides sur les connaissances des mécanismes
d’ hydrolyse de la cellulose cristalline notamment |le mécanisme par lequel la cellulase coince les
segments des chaines de microfibrilles de cellulose dans leurs sites actifs. La connaissance de
cette étape est trés importante pour créer des cellulases avec une forte activité sur les substrats

réds de cellulose (Wilson, 2009). le mécanisme d’ hydrolyse de la cellulose est présenté dans la

figure5.
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Figure 5: Mécanisme d’ hydrolyse proposé pour les glycosyl hydrolases (Lawson et al., 1996).
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3. Méthodes et techniques d’ é&ude

Le choix des méthodes et des techniques, dans la recherche de nouvelles cellulases, est
guidé par le souci de réunir des conditions physicochimiques similaires a celles de I’'industrie
cible. Ceci conduit a exercer une pression sélective pour isoler et sélectionner des souches

productrices de cellulases hautement actives dans ces conditions.

3.1. Mesuredel’activité enzymatique

La mesure de I’ activité cellulase a été utilisée pour quantifier la vitesse de | hydrolyse de
la cellulose dans différents systemes biologiques (Miller, 1959). Cette activité est mesurée par la
production des groupes terminaux des sucres réducteurs, et qui est une indication de I’ efficacité
de laréaction d' hydrolyse de lacellulose (Lai et al., 2006).

Pour quantifier les activités des cellulases, les essais enzymatiques ont été faits en général
sur la cellulose pure ou ses dérivés. Les vaeurs de I'unité enzymatique sont basées sur la
conversion limite du substrat. Le cellobiose et la carboxyméthylcellulose sont utilisés comme
substrats quand on quantifie 1’activité de la B-glucosidase et ’endoglucanase .Le coton et les
cellodextrines peuvent étre utilisés comme substrats quand on mesure |'activité des
exoglucanases (Ghose et Sahai, 1997).

L’action des cellulases sur une solution de cellulose aboutit a la libération de sucres
réducteurs. Ces derniers donnent lieu en réduisant certains réactifs chimiques a des produits
chromogénes. L’intensité de la couleur formée, qui est fonction de la quantité des sucres libéré,
est traduite par des mesures spectrophoto-métriques en activité enzymatique (Ghose et Sahai,
1997). Deux méthodes sont couramment utilisées ; la méthode a I’acide dinitrosalisylique
(Sumner, 1921 ; Miller, 1959 et Baily et al, 1992) et la méthode au réactif de Folin-Cieucalteu
(Somogyi, 1951).

3.2. Propriétés physicochimiques des cellulases

Les propriétés physicochimiques des cellulases sont celles qui sont requises pour leur
applications dans I'industrie ciblée. Les principales propriétés étudiées sont |’activité et la
stabilité enzymatique a différents pH et températures, I activité en présence de différentsions, la
spécificité de substrat et les propriétés moléculaires (poids moléculaire et point isoélectrique)
(Ratanakhanokchai et al., 1999). Les mémes méthodes de mesure d activité cellulase sont

utilisées dans cette caractérisation.
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Les cellulases montrant des propriétés requises pour une éventuelle application dans
I'industrie cible feront |’objet d'éudes sur leur production et leur application. A ce stade de
recherche, des considérations d’ ordre économique, a savoir le colt de production de ces enzymes
et les avantages économiques tirés de leur application, déterminent en grande partie les

possibilités d application effective de ces enzymes en industrie.
3.3. Production de cellulases

3.3.1. Lesconditions de culture affectant la production de cellulase

La production de celulase est un facteur maeur dans I'hydrolyse de matiéres
cellulosiques. 1l est donc essentiel de rendre le procédé économigquement viable. Beaucoup de
travaux ont été fait pour la production de cellulases a partir de la matiere lignocellulosique
(Adsul et al., 2007).

Les conditions de culture ont différents caractéres qui peuvent influencer la production de
cellulase. La différence entre les facteurs intrinseques: le pH, la température, la vitesse

d’ agitation, la concentration en oxygene dissout et |’ état du substrat sont inhérents au processus.

e Techniquesdeculture

Premiérement, I'état du substrat modifie la propriété de solution. Le substrat pourrait étre
sous forme solide ou liquide lorsqu'il est appliqué dans le processus. Par exemple, le matériel
cellulosique solide était couramment utilise a la fois comme source de carbone - substrat
energétique et la source d'inducteurs pour le processus de fermentation.

Toutefois, I' utilisation de substrats solides, peut étre la cause de certains problemes pour le
fonctionnement et la productivité dans le processus de production de cellulases. Les solides
alourdissent la charge de I'agitation et la viscosité élevée est prégudiciable a I'efficacité de
I'approvisionnement en oxygene dans les bioréacteurs. Un mangue d alimentation en oxygene, a
son tour, réduit la concentration des cellules aptes ala productivité. Les substrats solubles et les
inducteurs par contre peuvent favoriser la production de cellulases en fournissant de
meilleures conditions a I'égard de la culture en respectant notamment la demande en oxygene

dissout et laviscosité.

o L’ effet dupH

Le pH est connu pour sa grande influence sur les enzymes et sur le métabolisme des

cellules. A cause de la sensibilité des enzymes intracellulaires au pH, il est nécessaire d’ avoir un
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pH intracellulaire constant pour que la catalyse des réactions par les enzymes.

Durant le processus de fermentation le pH diminue, dans ce cas on doit le controler
régulierement. Une variation sensible du pH du milieu peut modifier le pH cytoplasmique, ce
qui pourrait causer la dénaturation de la fonction des protéines intracellulaires et diminution

du taux d’ hydrolyse de la cellulose et, par conséquent, sur la production de cellulase.
e Laconcentration en oxygene dissout

L’ oxygene dissous est un autre élément clé de la production de cellulases. 1l est exigé pour
la croissance des cellules de la plupart des Eucaryotes. C'est un éectron accepteur pour la
respiration lors de I’ utilisation des sucres. Le transfert d’ oxygene est toujours limité dans les
cultures filamenteuses. Lorsqu’il y ’a une insuffisance d’ oxygeéne, les cellules cessent de croitre
et de produire des cellulases. Par la suite, les cellules seront asphyxiées, et meurent rapidement.
En outre, la morphologie des cellules varie lorsque la quantité de I’ oxygéne dissout change .Par
exemple, a faible teneur a moins de 30% en oxygene dissous, les cellules peuvent pendre une
forme granulée, qui donne une mauvaise production de la cellulase. En anaérobiose, le manque
d'oxygene peut également provoquer la sporulation. Ceci est une condition défavorable a la
production de cellulases.

D’autres part, |’apport excessif en oxygene peut causer une hyper oxydation, qui engendre
beaucoup de radicaux d’ oxygene ou les especes d’ oxygene tel que : HO,, H, Oy, HO.

e L avitessed agitation

L’ agitation mécanique est nécessaire, elle conditionne directement la croissance des
cellules et la production de cellulases en régulant I’apport d’oxygene et la distribution
uniforme des nutriments. Une meilleure distribution des nutriments qui ne se fait pas en absence
de celle-ci, permet a chague cedllule d' avoir les mémes chances d'avoir ses nutriments, et il
n'y’a pas despace mort ou de cellules séparées dans le bioréacteur. Dans ces conditions, on
aura un méme taux de production de cellulases et la méme vitesse de croissance pour chaque
cellule. Par ailleurs, la grande force générée par |’ agitation va provoquer, la rupture des bulles
d’air, pour donner de petites de bulles ce qui augmente le taux de transfert de la masse

d’ oxygene.

)
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3.4. Composition du milieu de culture

La composition du milieu de culture influe le taux de croissance de la souche et la
production de cellulases. Différentes sources de carbone, d’'azote, de phosphore, de fer et
d’ oligoéléments (Mg3+, Ca2+,...) peuvent étre testées a différentes concentrations. Un milieu
optimal de production de cellulases est celui permettant une production accrue de ces enzymes a
moindre colt. Les sources de carbone couramment testées sont |es hexoses et pentoses (maltose,
arabinose, glucose, galactose,...), les polysaccharides (cellulose, amidon, xylane,...).
Les sources d azote testées sont certaines sources organiques (peptones, extrait de levure,
caséine,...) ou minérales (Jaradat et al., 2008).

4. Applicationsindustrielles des cellulases

L’intérét que porte la biotechnologie a la cellulase s explique par ces vastes applications.
En effet, son utilisation permet potentiellement |a production de glucose, ément de base, qui
une fois fermenté permet d’ accéder a d’ autres substances clés a savoir alcools, acétones et acides
organiques d ou I’importance, écologique et industrielle, considérable des cellulases (Receveur
et al., 2002).

e Industriesalimentaires
Les cellulases sont utilisées pour faciliter la filtration de diverses suspensions, riches en
fibres cellulosiques (Scriban, 1993). Les cellulases sont utilises sous forme de mélange
d’ enzymes, le plus souvent en association avec les pectinases pour la digestion qui précede les
extractions pour améliorer la qualité des produits (protéines de soja, amidon de pomme de terre
ou de mais, jus de fruits, huiles végétales etc.) (Odier et Rouau, 1985). Les cellulases améliorent
également |’arébme desjus de fruits et du vin (Riccio et al., 1999).
e Industriesdestextiles et desdétergents
Depuis 1990, les textiles et les détergents constituent les plus grands marchés mondiaux
pour I’ utilisation des cellulases. Elles sont utilisées au cours de la finition, pour donner I’ aspect
aux vétements de type Jean aprés lavage et améliore |’ apparence des tissus par élimination des
taches. Elles sont utilisées aussi dans les lessives afin d’améiorer |’ apparence et la brillance des
couleurs (Maurer, 1997 ; Cavako-Paulo, 1998) des fibres et dans la préparation de « stone
washed jeans » (Scriban, 1993; Ando et al., 2002). Elles sont actuellement additionnées aux
détergents pour enlever les fibres endommagées (poils, peluche) des tissus de coton ainsi que la
crasse attachée fortement aux poils (Wilson, 2009).




e Papeterie

Dans lafabrication des péates a papier, I’ addition de cellulases, aux suspensions de pétes en
cours de lavage et surtout aux suspensions de pates de papier de recyclage, améliore
significativement leur filtrabilité et conduit a des économies importantes de consommation d’ eau
(Scriban, 1993). Elles contribuent également a I’améioration de la qualité du papier (Odier et
Rouau, 1985).
e Nutrition animale

C'est un autre marché pour ces enzymes utilisées comme additifs dans I’ aimentation
animal. L’addition des cellulases, aux aiments pour volalles ou porcins, améliore leur
digestibilité, réduit I’excrétion de la cellulose non digérée, diminue par la méme la charge
polluante des excrétats et améliore la valeur nutritive de |I’aliment (Kolarova et Farkas, 1981 ;
Odier et Rouau , 1985).

e Production du bioéthanol

La conversion de la lignocellulose en bioéthanol est devenue une priorité mondiale pour
produire de I’ énergie renouvelable a un prix raisonnable. Le bioéthanol peut étre utilisé pour
oxygéner le carburant en éevant son contenu en oxygene, permettant ainsi une meilleure
oxydation des hydrocarbones et une réduction des gaz a effet de serre dans |I'atmosphére. Le
bioéthanol produit a partir de matieres organiques, abondantes et inépuisables, telles que la
biomasse ligniocellulosiques, est I’ une des alternatives proposées

(Gray et al., 2006).

Dans ce processus de production, |'éthanol est issu de la fermentation des sucres
fermentescibles résultant de |a dégradation des matiéres ligniocellulosiques. La production de ce
biocarburant se déroule en trois étapes (Fig. 6). Dans un premier stade, les matiéres
ligniocellulosiques subissent un prétraitement thermochimique qui détruit leur structure rigide.
Des cellulases sont utilisées dans une deuxiéme étape pour hydrolyser la cellulose et libérer du
glucose. Ce dernier sera, dans une troisiéme étape, fermenté en éhanol par des microorganismes
(Gray et al., 2006).

g
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Figure 6 : Processus de production du bioéthanol (Gray et al., 2006).

e Domainethérapeutique

Certaines cdlulases sont utilisées dans des formules médicamenteuses comme aides

digestives .Ainsi, des cellulases de Trichoderma viridae sont utilisées en association avec des a-

amylases fongiques, pour éviter les dyspepsies et fermentations intestinales (Riviere, 1975).

(Odier et Rouau, 1985 ; Scriban, 1993).
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CHI|: MATERIELSET METHODES

1. Matériel biologique

Lesisolats d’ actinomycetes étudiés (80 souches) proviennent de la collection du laboratoire

de Biochimie microbienne del’ université A/IMIRA de Bgaia.

lls sont isolés a partir de 6 échantillons de sol dont trois sur le site de la décharge de Boulimat
(Bgjaia), deux a partir de sols forestiers au niveau de deux sites: Boulimat (Bejaia) et Tikdjda
(Bouira) et un échantillon apartir d’un sol saharien (Boussaada).

Les souches d actinomycetes, ont éé conservées sur gélose inclinée dans le milieu
Williams (M2) & une température de 4°C (Bouhachiche et al. 2005). Puis Les souches ont éé
repiquées dans le milieu William par la méthode des stries serrées a la surface de la gélose, et
incubées a28°C pendant 8 jours.

La composition de ce milieu est donnée en annexe.
2. Criblage des souches d’ actinomycetes productrices de cellulases

2.1. Sur milieu solide

L’ activité cellulasique des isolats a été évaluée par la méthode des cylindres d’agar sur un
milieu contenant le Carboxyl Methyl Cellulose (CMC) comme seule source de carbone.
Composition du milieu (g/l) : CMC 7; NaNO3 1.2 ; KH,PO,4 3.0 ; K;HPO, 6.0 ; MgSO,,7H,0
0.2; CaCl; 0.05; MnSOy4,7H,0 0.01; Zn SO4,7H,0 0.001, extrait de levure 1.0; NH4CL 2;
NaCl 2.

Cette méthode consiste a ensemencer les souches a tester sur milieu Williams (modifié) et
incuber pendant 5 jours a 28°C. Apres incubation, des cylindres de gélose de 6 mm de diamétres
sont découpeés stérilement a |’ aide d un emporte piece et déposés a la surface du milieu CMC.
La révéation de I'activité CMCase est réalisée apres incubation des boites dans les mémes
conditions avec une solution de rouge Congo a 0.1% (p/v) pendant 20 min suivi de lavage avec
une solution de NaCl a 1M pendant 15 min (Ninranjane et al., 2007).

La visudisation des halos oranges claires autour des cylindres sur un fond rouge

correspond aux zones d’ hydrolyse delaCMC.
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2.2. Sur milieu liquide

Pour chaque souche, une préculture est préparée dans des tubes a essai contenant 2 ml de
milieu CMC.

Cette préculture sert & ensemencer 20 ml du méme milieu liquide contenu dans des
erlenmeyersde 100 ml. Aprés 5 jours d’incubation a 28°C, dans un bain marie agité (Memmert),
les surnageants des cultures sont récupérés par centrifugation (8000 g pendant 10 min, 4°C)
(Grigorevski de Limaet al., 2005).

L’ activité cellulase est mesurée dans les surnageants.

2.3. Mesuredel’activité cellulasique

L’ activité cellulase est déterminée en présence de CMC préparée dans une solution
tampon. LaCMC est mise en suspension a raison de 2 % (m /v) dans du tampon phosphate de
sodium (50 mM) a pH 7. Le mélange réactionnel est compose de 1ml d' extrait brut auquel est
gouté 1Iml de CMC a2% apH 7. Ce mélange est incubé a 50°C pendant 10 mn (Grigoresvski
deLimaet al., 2005).

Le dosage des sucres réducteurs est effectué selon la méthode de Miller (1959). la
réaction enzymatique est arrétée par addition de 1.5 ml dune solution a base d'acide
dinitrosalicylique (DNS), puis le mélange est porté a ébullition pendant 5 mn.

Le témoin correspond a la solution de cellulose incubée sans I’ extrait brut & 50°C pendant
10 mn, puis on goute 1.5 ml de DNS et 1 ml de |’ extrait brut.

Apres refroidissement dans la glace, la lecture des absorbances est effectuée a 570 nm
(spectrophotometre Shimadzu UV min-1240V).

Une unité d activité cellulase est définie comme étant |a quantité d’ enzyme qui produit une

umole de sucres réducteurs (€quivalent en glucose), par minute, dans un ml 1’extrait brut ou de

I’enzyme pure, et dans | es conditions expérimental es mentionnées ci-dessus.

Les courbes d’ étalonnage sont réalisées avec une solution de glucose (Sigma) a2 mg/ml.
La concentration des sucres réducteurs a été déterminée a partir de la courbe d’ étalonnage, et

L’ activité cellulase est calculée d apréslarelation suivante (Bailey et al., 1992) :

P.V.10°

Activité cdlulase (U/ml) =
180 .Ve
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P : vitesse de production d’ équivalent glucose en g/l/min.

V : volume réactionnel de la cinétique enzymatique en ml.

Ve : volume enzymatique utilisé en ml.

180 : masse molaire de glucose.

2.4. Dosage des sucresréducteurs

Seuls les sucres réducteurs sont mesurés par cette méthode. La fonction réductrice se

complexe sous certaines conditions avec le réactif DNS (acide di-nitro-3,5 salicylique), ce qui se

traduit par une coloration orangée. L’ intensité de cette coloration est proportionnelle a la teneur

en sucres réducteurs.
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Figure 7: Principe du dosage des sucres réducteurs par la méthode de Miller.

La courbe d’ étalonnage est réalisée a partir d’une solution mére de glucose a 2mg/ml et

des concentrations respectivesde 0, 0.3, 0.6, 0.9, 1.2, 1.5 et 2 mg/ml sont préparées.

A partir de chague concentration, on préléve 1ml, auquel on rgjoute 1 ml de solution de
CMC a2 % et 1.5 ml delasolution de DNS, I'incubation est réalisée a 100°C pendant 5 minutes

puis les tubes sont refroidis pour effectuer leslectures d’ absorbances a570 nm (Miller, 1959).

La courbe d’ étalonnage est donnée en annexe.

3. Etude taxonomique des souches sélectionnées

3.1. Etude mor phologique

e Macromor phologie

Cette éude vise a déterminer la forme et la taille des colonies ; la couleur des mycéliums

agriens (MA) et de substrat (MS), la production ainsi que la couleur des pigments solubles

produits. Elle consiste & noter respectivement au 7°™, 14°™ et 21%™ jours d'incubation & 28°C,

les caractéristiques culturales des colonies sur différents milieux de culture préconisés par I’

",
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« International Streptomyces Project » (ISP1, ISP2, 1SP3, 1SP4, ISP7) (Shirling et Gottlieb,
1966) et sur le milieu GY EA, Bennett, Williams et gélose nutritive (Athalye et al., 1981).
La composition de ces milieux est donnée en annexe.

e Micromorphologie

Les isolats obtenus sur les différents milieux cités précédemment sont observés a I’aide

d’un microscope optique (Optika-180) a deux grossissements (x40 et x10) apres 7 a 14 jours
d’incubation.
Ces observations sont réalisées directement sur les boites de Pétri et ce pour étudier les mycélia
en place sans en dtérer les structures. Elles consistent a voir également la sporulation
caractéristique des souches sélectionnées ainsi que la fragmentation du mycélium du substrat
(Williams et al., 1989).

3.2. Etude chimiotaxonomique

Cette éude complete les études morphologiques, pour I'identification du genre. Les
analyses sont effectuées sur des hydrolysats ou des extraits cellulaires, par chromatographie sur
papier pour la détermination de I'isomeére de I’ acide diaminopiméique ou DAP (forme LL ou
DL) et la présence ou non de glycine au niveau pariétal et par chromatographie sur couche

mince, pour connaitre la composition cellulaire en sucres.

e Biomasse mycélienne

Les isolats sélectionnés sont ensemencés dans des tubes contenant 10 ml de milieu
Williams liquide modifié et incubés dans un bain marie agité (Memmert) a 28°C pendant 10 a

14 jours, le mycélium est récupéreé par filtration, lavé al’ eau distillée puis séche.

e Analyse desacidesaminés

Il s'agit dans ce cas de déerminer I'isomere de I’ acide diaminopiméique (DAP) et de
rapporter la présence ou | absence de laglycine.
La méthode utilisée est celle préconisée par Becker et al. (1964). 10 mg de mycélium sec sont
hydrolysés pendant 18h a 100°C avec 1 ml de HCL 6N dans des tubes a vis hermétiquement
fermés. Apres refroidissement, les hydrolysats sont filtrés sur membranes en verre pour éiminer
les débris mycéliens. Les filtrats sont évaporés a sec dans un bain de sable chaud. Des lavages a
I’eau distillée sont effectués jusqu’'a I’éimination compléte du HCL et |’ obtention d’un pH

comprisentre 5.5 et 7.
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Le résidu sec est repris dans 0.3 ml d'eau distillée. 15ul sont déposés sur des plagues de
chromatographie en couche mince de gel de silice dans un systéme de solvant composé d’'un
mélange méthanol- eau- HNL 6N-pyridine (40/13/2/5 en volumes).

10 pl d’une solution a 0.01 M d' acide diaminopimélique (mélange des isomeres LL ou DL) et
d’une solution de glycine a 0.2% (p/v) sont utilisés comme standards.

La révélation s effectue avec une solution a 0.2% (p/v) de Ninhydrine dissoute dans
I’ acétone, suivie d’ un chauffage & 100°C pendant 5 min.

Les taches de DAP apparaissent de couleur brun olive virant au jaune vif. La forme LL
migre plus rapidement que la forme DL ; par contre la glycine et la lysine apparaissent de

couleur violette et migrent plus rapidement que les isomeres de I’ acide diaminopimélique (DAP)

e Analysedessucrescellulaires

Laméthode d’ analyse est celle de Lechevalier et Lechevalier (1970b). 50 mg de mycélium
sec sont hydrolysés par 2 ml de H, SO, 1IN dans des tubes hermétiquement fermés, pendant 2h a
100°C. Apres refroidissement, |’ acide est neutralisé avec une solution saturée d’hydroxyde de
baryum. Le précipité blanc obtenu est éliminé par centrifugation (7500 g durant 20 min). Le
surnageant est recueilli, évaporé a sec puis dissout dans 0.3 ml d'eau distillée. 20 pl
d hydrolysat sont déposés sur plaque de gel silice, de méme que 15 pl de solution agueuse
standard & 0.1% des sucres suivant : arabinose, galactose, glucose, mannose, ribose, rhamnose.

Les plagues subissent une chromatographie ascendante dans un systéme de solvant de n-
butanol- eau distillée- pyridine- toluéne (5/3/3/4 VIV).

Les chromatogrammes sont séchés a température ambiante puis révélés par une solution de
diphénylamine aniline. Aprés chauffage a 100°C pendant 5 min, les taches apparaissent de

couleur rose pour les pentoses et violettes a bleues pour les hexoses.
3.3. Etude physiologique

e Production de pigments mélanoides

La mise en évidence de la production de pigments mélanoides par les isolats est réalisée
sur milieu gélosé IPS7 dont le virage, du milieu, au brun marron est reconnaissable (Shirling et
Gottlieb, 1966).

Les souches sont ensemenceées en spot ou en touche a la surface de la gélose, et incubées a
20°C. L’ observation est effectuée apres 2, 3 et 4 jours.
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e Hydrolysedel’amidon

Ce test est réaise sur milieu nutritif gélosé contenant 10% d amidon soluble selon la
méthode de Marchal et Bourdon (1987). Apres 14 jours d'incubation a 28°C, la gélose est
recouverte d'une solution de lugol. L’hydrolyse est ainsi mise en évidence par |’ absence de
coloration autour des colonies. A I"inverse, les zones contenant de I’ amidon se colorent en brun.

e Dégradation dela gélatine

Les souches sont ensemencées sur gélose nutritive contenant 0.4% de gélatine, puis
incubées 14 jours a 28°C. Les zones ou la gélatine n’'est pas dégradée s opacifient lorsqu’ une
solution de chlorure mercurique a 15% est versée sur la gélose. Les zones claires correspondent
aux zones d’ hydrolyse de la gélatine (Williams et Cross, 1971).

e Dégradation delatyrosine

La dégradation de cet acide aminé est réalisée selon la méthode préconisée par Gordon et
120°C/20 min. la suspension est ensuite complétée a 100 ml de gélose nutritive, refroidi a 45°C
et distribuée dans des boites de Pétri stériles. Les boites ensemencées sont incubées a 28°C, la
lecture est effectuée apres 2, 5, 7 et 12 jours, et se traduit par I’ apparition de zones claires,

synonymes de dégradation de latyrosine.

e Dégradation dela caséine delait

L’ hydrolyse de la caséine est éudiée selon la méthode de Gordon et al. (1974). 10g de lait
en poudre écrémé sont dissous dans 100ml d'eau distillée (pH7.5), puis stérilisés a I’ autoclave.
100ml d’eau distillée (pH7.5) contenant 3.6g d’ agar sont parallélement autoclavés.

Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coulées dans des boites de Pétri
stériles. Les souches testées sont ensemencées en touches ou en stries a la surface de la gélose et
incubées a 28°C pendant 7 jours. L’ apparition d’ une auréole claire autour des colonies témoigne
la dégradation de la caséine.

e Dégradation du tween 80

Les souches d’ actinomycétes sont ensemencées en spots sur milieu contenant du tween 80
(annexe). Lalecture est effectuée aprés 3, 5 et 7 jours d’incubation & 208°C.
L’ apparition d’une auréole opague autour des colonies est synonyme de dégradation du

tween 80 par ces dernieres (Sierra, 1957).
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e Croissance a différentes concentrations de NaCl

Une colonie d' actinomycéte est ensemencée sur le milieu M2 solide a différentes molarités
de NaCl. Les concentrations éudiées sont 0, 1.5, 3,5, 7, 10, 13 et 15¢g /I de NaCl. Les cultures
sont incubées a 28°C et la croissance est suivie par observation des colonies chaque 24h
(Athalye et al., 1985).

e Croissance adifférents pH

Cetest est réalisé sur milieu gélosé M2 gjusté a différents pH (5, 6, 7, 8,9, 10 et 11). Les
souches sont ensemencées et incubées a 28°C. La croissance est observée et notée apres 7, 14 et
jours (Athalye et al., 1985).

e Température de croissance

Les souches d’ actinomycétes sont ensemencees sur le milieu de culture M2, a raison de
trois boites de Pétri, par souche pour chagque température d’incubation. La croissance est estimée
pendant 21 jours d’incubation a 20, 25, 30, 30, 35, 37, 40, 45 et 50 °C (Athalye et al., 1985).

3.4. Tests biochimiques
e Utilisation des composeés glucidiques comme seule sour ce de carbone

Ce test consiste a apprécier la croissance de |’ actinomycéte en présence de composés
glucidiques en utilisant le milieu ISP 9 préconisé par Pridham et Gottlieb (1948).
Les glucides testés comme seule source de carbone sont les suivants: adonitol, arabinose,
cellobiose, inositol, mannitol, raffinose, rhamnose, ribose, xylose, glucose, lactose, gaactose,
mannose, saccharose, tréhalose, fructose, maltose, sorbitol, levulose, glycérol et salicine.

Apres ensemencement et incubation de 3 semaines a 28°C, la croissance est estimeée sur les
boites contenant les différentes sources de carbone par rapport a celles obtenues sur ISP9 sans

source de carbone (témoin négatif) et sur ISP9 contenant le glucose (témoin positif).

e Utilisation des acides aminés comme seule sour ce de carbone
Cetest vise aapprecier la croissance de |’ actinomycete en présence des acides aminés en
utilisant le milieu ISP 9 préconisé par Pridham et Gottlieb (1948).
Les acides aminés testés comme seule source de carbone sont les suivants : cystéine, aanine,
asparagine, histidine, tyrosine, sérine, lysine, arginine, glycine et leucine
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Apres ensemencement et incubation de 3 semaines a 28°C, la croissance est estimeée sur les
boites contenant les différentes sources de carbone par rapport a celle obtenue sur ISP9 sans
source de carbone (témoin négatif).

e Utilisation des sels de sodium comme seule sour ce de carbone
Les souches d’ actinomycétes sont ensemencées sur milieu contenant des sels de sodium
comme seule source de carbone (annexe).
Les sels de sodium testés sont les suivants : acétate de sodium, citrate de sodium, oxalate
de sodium et tartrate de sodium et potassium.
La dégradation de ces sel's est notée positivement apres virage de I’ indicateur coloré (rouge

de phénol) du jaune au rouge-rose (Gordon et al., 1974).

e Production de nitrateréductase
Le test de la nitrate réductase est effectué sur bouillon nitraté (Marchal et Bourdon, 1987).
La réduction des nitrates est constatée par la mise en évidence des nitrites formeés a I’aide de
deux réactifs NR1 et NR2. Apres 7 a 10 jours d'incubation, Le test positif se manifeste par
I’ apparition d’ un halo de couleur rouge. En I’ absence de cette coloration, quelques milligrammes
de poudre de zinc sont alors gjoutés s'il ya:
- Apparition de la couleur rouge : les nitrates du milieu ne sont pas réduits par la souche.

- Absence de coloration : les nitrates sont réduits au-dela du stade des nitrites.

e Recherche delaproduction d’indole
4.5 ml d'eau physiologique contenant 4 gouttes du milieu urée-Indole sont ensemencés

abondamment par la culture. La lecture est effectuée aprés 48h d'incubation & 28°C. 2 a 3
gouttes ce Kocacs sont gjoutés a la culture. Une réaction positive se traduit par |’ apparition d’un

anneau rouge vermillon ala surface (Kitouni, 2005).

e Recherchedel’ uréase
4 .5 ml d’eau physiologique contenant 4 gouttes du milieu urée-Indole sont ensemencés
abondamment par la culture. La lecture est effectuée aprés 48h d'incubation a 28° C (Kitouni,
2005).
- Si lacouleur du milieu vire vers le rouge donc uréase positive.

- Si lacouleur du milieu reste jaune donc uréase négative.

=
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e Recherchedelacatalase
Ce test est réalise selon la méthode sur lame. La souche est dissociée dans une goutte de
peroxyde d’ hydrogene 30% (v/v), sur une lame d’ observation microscopique. La présence d’ une
catalase se caractérise par la formation immédiate de bulles d’ oxygéne (Kitouni, 2005).

e Sensibilité aux antibiotiques
La sensibilité aux antibiotiques est effectuée sur le milieu Muller Hinton (Athalye et al.,
1985). Les souches testées sont ensemenceées en stries a la surface de la gélose. Chague disgue
d’ antibiotique est dépose a laide d’ une pince afin de s assurer de son application. Puis elles sont
incubées pendant 5 jours a 28°C. Les différents diametres des zones d’ inhibition obtenues autour
des disques sont mesurés al’aide d’un pied a coulisse. Les charges d’ antibiotiques testés, leurs

abréviations sont données dans | e tableau.

Tableau V: les antibiotiques testés al’ égard des souches d’ actinomycétes

Antibiotiques Charge (ug)| familles
Ticarcilline(TIC) 75 B-lactamines
Gentamicine (CN) 15 Aminosides
Acide nalidixique (NA) 30 Quinolones
Colistine (CS) 50 polypeptides
Amikacine (AK) 10 Aminosides
Trimethoprime-sulfamethoxazole (SXT) | 1,25 + 23,75| Sulfamides

e Sensibilité aux différents agents chimiques

Cetest consiste a ensemencer les souches en stries sur des milieux de GYEA préconisé par
Athalye et al. (1985) additionnés du composant a tester, puis incuber pendant de 3 semaines a
28°C.

Les agents chimiques testés sont :

- crystal violet (0.001%)
-azide de sodium (0.001% et 0.01%)
- phénol (0.01% et 0.05%)
- tellurite de potassium (0,01% et 0,05%).
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4. Optimisation de la production de cellulases
4.1. Lemilieu deculture

Les cultures sont réalisées dans des Erlens de 100 ml  contenant 20 ml du milieu CMC
liquide gjusté a pH 7.00. Les concentrations des différents composants du milieu sont testées
comme sulit :

CMC (1a11 mg/ml)

Extrait delevure (0.5a4 mg/ml ;
Sulfate de magnésium (0 a0,7 mg/ml)
Chlorure d ammonium (0 a8 mg/ml)
Chlorure de sodium (0a5 mg/ml)

Le milieu de culture liquide, est ensemencé avec 2ml de préculture puis incubé a 28 °C

dans un bain marie agité (Memmert) pendant 5 jours, I’ activité celulasique est testée dans les
surnageants de culture.

La croissance est déterminée par mesure de la densité optique du milieu. Les longueurs
d’ondes () ont été déterminées par un balayage entre 350nm et 750 nm (limites du visible) pour
chacune des souches étudiées.

L’activité cellulase dans les surnageants, récupérés par centrifugation (10000 r.p.m)
pendant 15 min, 4°C), est mesurée a50°C et apH 7.

4.2. Effet delatempérature
Les cultures sont réalisées dans des Erlens de 100 ml contenant 20 ml du milieu de culture
liquide gjusté a pH 7,0. Les Erlens sont ensemenceés avec 2ml d une préculture de souches
d’ actinomyceétes sél ectionnées puis incubés un bain marie agité (Memmert) pendant 5 jours a des
températures de 25 °C a50°C (Gautam et al., 2010).

Labiomasse et |’ activité cellulasique sont mesurées

4.3. Effet du pH

L’ éude de I’ effet du pH initial est réalisée dans les conditions citées ci-dessus, les cultures
sont incubées a température ambiante. Le pH initial des cultures varie de 3 a 10 (Gautam et al .,
2010).

4.4. Effet dessourcesde carbone
La croissance et la production de cellulase est mesurée en milieu liquide au pH optimum

et alatempérature optimale de chaque souche en utilisant différentes sources de carbone a 0,7%
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(m/v). Le maltose, I'arabinose, le glucose, le cellobiose, I’amidon, I'avicel, le xylane et le
carboxyméthyl- cellulose sont testés. Apres 5 jours d’'incubation, la croissance et |’ activité
cellulasique sont mesurées (Jaradat et al., 2008).

4.5, Effet des sources d’ azote

C’est lamesure de la croissance et de la production de cellulase en milieu liquide aux conditions
optimales de pH et de température, en utilisant différentes sources d'azotes a raison de 0.2%
(m/v). La peptone, I’ extrait de malt, I’urée, le sulfate d ammonium, le nitrate de potassium, le
nitrate dammonium et chlorure d’ammonium sont testés. Aprés 5 jours d'incubation, la

croissance et |’ activité cellulasique sont mesurées (Jaradat et al., 2008).

4.6. Effet du tempsd’incubation

Ce test vise a étudier I'effet du temps d'incubation sur la production enzymatique. La
croissance et la production de cellulases est mesurée en milieu liquide au pH optimum et ala
température optimale de chague souche dans les intervalles de temps suivants: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7
et 8 jours (Gautam et al., 2010).

5. Caractérisation des cellulases dans le surnageant

Les propriétés des cellulases de deux souches sélectionnées P,Dg et P3Dog ont été étudiées
en cultivant les deux souches dans des Erlens de 500ml contenant le milieu optimiseé afin de
recueillir 1 litre de culture. Apres cing jours d'incubation, les surnageants de culture sont
centrifugés a 10,000xg pendant 20 min. Le surnageant est concentré a moitié par évaporation
sous vide. Lerésidu obtenu est conservé a 4 °C.

5.1. Effet delatempérature

L'activité cellulasique est mesurée a différentes températures pour déterminer la
température optimale de I’ enzyme.

Le mélange réactionnel contenant 1 ml de I’ extrait brut concentré et 1 ml de la solution de
CMC a 2 % dans le tampon de phosphate 0.1 M a pH 7 est incubé pendant 10 min a des
températures allant de 20 a80°C (Lee et al., 2008).

5.2. Effet du pH

Pour étudier |’ effet du pH sur I’ activité cellulasique, on prépare des mélanges réactionnels

composeés de 1ml d extrait brut concentré et 1 ml de la solution de CMC a 2 % dans un tampon
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approprié ades pH alant 3 a11. Apresincubation alatempérature optimale pendant 10 min on
mesure |’ activité enzymatique (Lee et al., 2008).

Trois tampons différents a 50 mM sont utilisés. Le tampon citrate a des pH de 3 a 6; le
tampon phosphate pour lespH de 6 a8 et le tampon Tris-HCI pour lespH de8 a 11.

5.3. Mesure delathermostabilité

La mesure de la thermostabilité en présence du substrat est déterminée en incubant le
mélange réactionnel contenant 1ml de I’ extrait brut concentré et de 1ml de la solution de CMC a
2% ades températures de 60 et 70°C ades intervalles de temps définis (30min, 1h, 2h, 3h, 4h,
5h et 6h).

Pour mesurer de la thermostabilité en absence du substrat, I’ extrait brut est incubé seul aux
mémetemps (Yinetal., 2010).

5.4. Effet desions métalliques

L’ activité CMCase est mesurée en présence de différents ions métaliques a ImM. Ces
ions métalliques sont gjoutés sous forme de sels: MgSO,4, NaCl, KCI, CaCL,, HgCl,, MnCls,
FeCls, CoCl,, AgSO, et ZnSO, (Lee et al., 2008).

Les ions sont additionnés au mélange réactionnel contenant la CMC a 2% et |e surnageant
de culture concentré puis incubé a 50°C pendant 10. L’ activité relative a 100% est exprimée

comme étant |’ activité observée en absence des ions métalliques.

5.5. Effet des agentsdénaturants

Pour tester |'effet des réactifs chimiques sur I’enzyme, on goute au mélange réactionnel
contenant I’extrait brut et la solution de CMC, 0.1 ml des agents dénaturants avec une
concentration de 0.1% et on incube &50°C pendant 10 min.

Les réactifs chimiques testés sont:  |I’éthyléne diamine acétate (EDTA), le sodium dodécyl
sulfate (SDS), du triton x-100, du tween 80, le glycérol et I'urée (Yin et al., 2010).

L’ activité relative a 100% est exprimée comme étant |’ activité observée en absence des

agents

5.6. Effet du glucose

Ce test est réalisé pour voir si la concentration de glucose, qui est un produit d hydrolyse

enzymatique, affecte I'activité enzymatique. Pour cela on goute au mélange réactionnel
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contenant I’ extrait brut et la solution CMC a différentes concentrations de glucose a savoir :
0.25Mm, 0.5mM, 1mM, 1.5mM et 2mM. On incube a 50°C pendant 10 min (Kotchoni et al.,
2006).

5.7. Effet dela concentration deCMC

Dans le but d'étudier |’effet du substrat (CMC) sur I’ activité enzymatique, nous avons
testé les concentrations de CMC suivantes : 0.5%, 1%, 1.5%, 2%, 2.5% et 3% (Lee et al., 2010).

5.8. Spécificité vis-a-vis des différents substrats

La spécificité vis-a-vis des substrats est réalisée en testant le xylane de bouleau, I'avicd, le
cellobiose et la CMC a une concentration de 2% dans un tampon phosphate 50mM a pH
optimum de I’ enzyme, le test d activité cellulasique est ensuite réalisé (Lee et al., 2008).

5.9. Stabilité au coursdela conservation

La stabilité des CMCases au cours de la conservation a4°C a été déterminée en mesurant

I’ activité des extraits concentrés chague semaine pendant un mois (Lee et al., 2008).

5.10. Etude des produitsd’hydrolyse par chromatographie sur couche mince

On prépare un mélange réactionnel composé de CMC (5ml) et de I’ extrait brut (5ml). Ce
mélange est incubé a 50°C, un aliquote de 1ml est prélevé a des temps d’incubation différents :
30min, 1h, 2h, 3h, 4h et 5h. Le témoin est compose de CMC dépose at= 0min.

L’analyse des produits d hydrolyse de la CMC est effectuée par chromatographie sur
couche mince .Le support utilisé est le gel de silice (Woelm 9F-DC 04645) avec le systéme de
solvant butanol-acétone-eau (4/5/1, viviv) (Audigie et al., 1995).

A I'aide d'une micropipette, on dépose 10ul de chague échantillon avec des séchages
intermediaires au seche cheveux.

Apres la migration, le chromatogramme est séché et les spots sont révélés avec le réactif
aniline-diphénylamine (annexe) qui révéle les sucres en bleue violet (De Mot et Verachtert,
1985).

Les éalons utilisés sont : le glucose et |e cellobiose & une concentration de 5mg/ml.
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Ladistance de migration des sucres est calculée selon laformule suivante :

Distance de la migration de la substance

Rapport frontal =

Distance de lamigration du solvant

5.11. Caractérisation éectrophorétique des cellulases sur gel de polyacrylamide en
présence de dodécyl sulfate (SDS-PAGE)

Dans le but destimer le poids moléculaire de la protéine ou de ses sous unités
constitutives, une plagque éectrophorétique est préparée selon le protocole de Laemmli (1970).

e Protocol expérimental

Le dispositif d éectrophorese (thermo scientific P8DS, USA) utilisé est congu pour les
mini gels, il s'agit d’ une cuve ayant une contenance de 600ml et d’une panoplie d accessoires
(peigne, espaceurs, dispositif pour couler le gdl).

Une plague éectrophorétique est préparée selon la procédure de Laemmli, une moitié du
gel sert pour la réadisation de la SDS-PAGE et |’autre moitié est utilisée pour I’analyse du
zymogramme qui a pour but de détecter I’ activité cellulase.

Le gel de séparation a 15% d’ acrylamide (annexe), contient 0.5% (m/v) de CMC qui est le
substrat des CMCase. |l est dégazé a I'aide d’'une pompe (EDWARDS). La réaction de
polymérisation est initiée par addition de 500l de persulfate d’ammonium a 10% et accéléré par
gout de 50ul de TEMED. Le mélange est versé entre deux plagues de verre (10 x 10cm)
séparées avec des espaceurs. Le gel de séparation occupe deux tiers de la plague. On verse 1ml
de n-butanol saturé avec de I’ eau a 10%. Apres polymérisation du gel, le n-butanol est éiminé et
rincéal’ eau distillée.

Le gel de concentration a 4% d acrylamide (annexe) est verse apres dégazage. Le gel de
concentration est coulé au dessus du gel de séparation et un peigne est inséré immédiatement
apres le coulage, au moment de I’emploi le peigne est retiré et les puits sont lavés avec du
tampon d’ é ectrophorése (annexe).

75ul du surnageant concentré est mélangé avec 25 pl du tampon d’ échantillon (annexe).
Les marqueurs protéique BIO-RAD préts a |I’emploi sont chauffés a 100°C pendant 2mn alors
gue I’ échantillon est chauffé a 100°C pendant 5 mn.

Les dépbts sont de I” ordre de 20pl et les marqueurs utilisés a une concentration de 1Img/mi
sont les suivant : Z-amylase (200 kDa) conalbumine (75 kDa), abumine du sérum bovin (67
kDa), ovalbumine (43 kDa).
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Le courant éectrique est véhiculé par le tampon d éectrophorése, la migration se fait a
150V pendant 3h jusqu’a ce que le bleu de bromophénol soit a 1 cm du bord inférieur de la
plague.

Lavisualisation du profil de migration sefait apres le traitement du gel comme suit :
- le gel est rincé al’ eau distillée et coupé en deux portions, le premier gel sert pour la réalisation
de la coloration au bleu de Coomassie R250 et le deuxiéme gel pour la réalisation du

zymogramme.
Pour la coloration au bleu de Coomassie le gel subi les traitements suivants :

- Immersion pendant une heure dans une solution d’ acide trichloroacétique (TCA) (annexe) ;

- Ringcage a I’ eau distillée puis coloration dans la solution de bleu de Coomassie R250 (annexe)
sous faible agitation pendant 1h 30mn ;

- Lavage a I’eau distillée puis trempage dans la solution de décoloration (annexe) avec un

changement de bain (2 a3 fois).
Les masses mol éculaires des xylanases sont déterminée en utilisant la courbe d’ éalonnage
«Rf = (logPM) ».
Le rapport frontal est calculé selon laformule suivante :

Distance parcourue par la proténe

Distance de migration du bleu de bromophénol

5.12. Mise en évidence del’activité cellulasique par la technique du zymogramme

C est une méthode capable de détecter |’ activité enzymatique sur gel de polyacrylamide.
Les zymogrammes résultants contiennent des bandes transparentes sur fond opague (Royer et
Nakas, 1990).
Lamoitié du gd destiné alaréalisation du zymogramme, subit |es traitements suivants :
- Immersion dans une solution de Triton X-100 a 2.5% (m/v) pendant 30mn ;
- Le gel est débarrassé du Triton X-100 par ringage al’ eau distillée puis une incubation dans du
tampon phosphate 50mM apH 7 a 50°C pendant 20mn ;
- Coloration au rouge de Congo (0,1%) pendant 15 mn ;
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- Lavage avec une solutionde NaCl al1M ;

- Immersion dans de I’ acide acétique a 0,5% (m/v) pour stopper la réaction et augmenter le
contraste (Gallardo et al., 2004).

6. Analyse statistique
Une étude statistique des données est réalisee a I'aide du logiciel EX stat version
2011.3.01, afin de mettre en évidence les différences significatives concernant |’ optimisation de

la production de CMCase et |’ activité enzymatique, une analyse de variance (ANOVA ; SNK) a
un facteur a été impliquée.




Partie expérimentale

CH Il : RESULTATSET DISCUSSION

1. Criblage des souchesd’actinomyceétes productrices de cellulases

Au total, 80 souches d'actinomycétes provenant de la collection du laboratoire de
Biochimie Microbienne de I’ université A/IMIRA de Bejaia, isolées a partir de 6 échantillons de
sols sur milieu Williams, ont été étudiées. De ce fait, deux milieux ont é&é mis au point pour
permettre le criblage des souches cellul ol ytiques.

Ces souches ont fait I’objet d’une purification sur milieu Williams puis sont conservées a
4°C.

e Criblage sur milieu de culture solide

La capacité des souches a assimiler la CMC sur un milieu gélosé comme seule source de
carbone et d' énergie se traduit dans le milieu solide par laformation de zones claires autour des
cylindres d'agar (Fig.8)

Cette observation s’ expligque probablement par la sécrétion d’ enzymes cellulolytiques dans

le milieu extracellulaire caractérisant ainsi 1a production de cellulases extracellulaires.

P4D 10 P3D28

Figure 8 : Observation de zones claires sur milieu solide, aprés 5 jours d'incubation a 28°C.

20 souches parmi les 80 sont positives a ce test et ont é&é séectionnées. Elles se
répartissent comme suit : 7 souches du sol dela décharge de Boulimat (site P; et P3), 6 souches
du sol saharien de Boussadda (site Pg), 6 souches du sol forestier de Boulimat (site P;) et une
souche du sol forestier de Tikdjda (site T1) (tableau VI).

Parmi celles—ci, 8 souches:: P,D3, P3D23’ PBD3, PBP14, PBP21, PBP24, P4P1g et T1D; révélent des

activités enzymatiques intéressantes avec des diametres d’ hydrolyse supérieurs a 30 mm.
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Tableau VI : Diametres des zones d’ hydrolyse des 20 souches sél ectionnées
Diametredela Diamétredela
Souche zone d’ hydrolyse zone d’hydrolyse
Souche

P.D-, 22.08 PgD24 34.37
P1D3 34.63 PgDys 20.95
P.D1y 26.12 PgDag 28.08
P3D23 21.95 P.D, 20.67
PsD24 26.37 P4Ds 25.06
PsDas 27.69 P.D, 26.56
P3Dg 38.82 P4D1o 39.88
PgDsg 31.63 PsD13 18.38
PeP14 30.49 P4D1s 16

PsD2; 3172 TiD; 34.11

Les activités cellulasiques des 8 souches sélectionnées sont rassembl ées dans le tableau V1.

Les souches PsDg, P4D1o, €t T1D; révélent des activités relativement importantes et la

Criblage sur milieu de cultureliquide

souche Ps;D5g présente une activité la plus élevée (1.667 U/ml)( tableau VI1).

Considérant les performances de ces souches, notre choix s est opté sur deux isolats PsDag

et P4D10.

Tableau VII: Activités cellulasiques mesurées a 50°C, apH 7.

Souche Activité cellulasique (Ul/ml)
P,D3 0.282 £ 0.010
P3Dag 1.667 + 0.085
PsDs 0.306 £ 0.015
PsDy4 0.445 + 0.034
PsD2 0.678 £ 0.046
PgDyy4 0.644 + 0.063
P4D1o 1.211 £ 0.052
T1D, 0.755 + 0.023

o
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2. Etude taxonomique des souches sélectionnées

2.1. Etude des car actéres mor phologiques
e Caractéristiquesculturales

Les caractéres culturaux des deux isolats PsDyg et PsDip sur les neuf milieux de culture
gélosés apres les 7éme, 14eme et 21éme jours d'incubation a 28°C sont rapportés dans les tableaux
VIl et IX.

Les colonies des deux souches apparaissent au bout de2 a3 jours et se développent sur tous

les milieux utilisés a différents degrés, allant d’ une croissance faible a une croissance abondante.

Souche P3Dog

La souche P;3Dog présente une croissance et une sporulation abondante sur les milieux
Williams, ISP3, 1SP4, et 1SP5 et relativement bonne sur ISP, ISP2 et GYEA. La croissance est
relativement moyenne sur Bennett et auss sur gélose nutritive mais sans production de
mycélium aérien. L’isolat P3Dog cultivé sur les différents milieux, forme des colonies circulaires
de 1 a4 mm de diamétre d’ aspect pateux et de couleur blanche.

Le mycéium aérien produit est de couleur blanche et celui de substrat varie selon le
milieu utilisé, jaune pale, creme, orange ajaune, marron clair et aucun pigment diffusible n’a

été constaté sur les milieux de culture utilisés.

Souche P4Djo
La croissance et la sporulation sont abondantes sur les milieux Williams, 1SP2, 1SP3,

ISP4, ISP5, Bennett et GYEA. Elle est relativement moyenne sur milieu ISP, faible sur le
milieu gélose nutritive et ne produit pas de mycélium agrien.

Les colonies sont seches, poudreuses, a bords plats et centres élevés et se présentent sous
formecirculaire avec un diamétre de 2 a 5mm.

La production de mycélium aérien est observée sur tous ces milieux, le mycélium aérien
est beige, tandis que celle du mycédlium du substrat varie de jaune a marron selon le milieu

utilisé. La production de pigments diffusibles sur ces milieux n’a pas été également observeée.

.
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e 2.1.2 Micromorphologie

L’ observation au microscope optique (Fig.9) des deux isolats P4D1g €t PsD,g montre que les
filaments des mycéliums du substrat (MS) sont fins et non fragmentés. 1ls se développent en
surface et pénetrent dans la gélose, puis donnent naissance a un mycélium agrien, long, non
cloisonné, et tres ramifié. Il porte de longues chaines de spores sphériques et/ou batonnets. Les
chaines de spores sont droites de type rectiflexible (RF). Les spores isolées ne présentent aucune
mobilité.

P4D1o P3D2s.

Figure 9 : Micromorphologie de deux souches cultivées pendant 21 jours a 28°C, vu au
mi croscope optique aux grossissements 10 x 40.

)
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Tableau VII1: Résultats de lacroissance del’isolat P3Dog sur différents milieux

c Pigmentation
i) () 8 8 g ®
g | % 3 Mycdium | Mycdiumdu] £ =
o] X () g — :
% |2 3|38 5 ke = N g
2 16 £ = £ S S aérien Substrat | & £
2 |k T |= 3 G # oS
ISP1 +++ ++ Blanc Jaune pale
| SP2 +++ ++ Blanc Orange
|SP3 ++++ +++ Blanc Marron clair
2
= | SP4 ++++ ++++ Blanc Creme
=
i | SP5 ++++ ++++ Blanc Jaune-creme
Bennett | ++ + Blanc Jaune orangé
GN ++ - - Jaune péle
GYEA +++ ++ Blanc Jaune
[ee]
o) Williams|[++++ |++++ |Blanc jaune
ol
| SP1 +++ +++ Blanc Jaune
| SP2 +++ +++ Blanc Orange
" ISP3 ++++  |++++ | Blanc Marron
5
5)3 | SP4 ++++  |++++ | Blanc Creme
5
§ | SP5 ++++ ++++ Blanc créme
< -
— Bennett | +++ ++ Blanc Jaune orangé
GN ++ - - Jaune péae
GYEA +++ ++ Blanc Jaune
Williams | ++++ ++++ Blanc jaune

Note: croissance et sporulation ; ++++ : abondante, +++ : bonne, ++ : moyenne, +: faible et, - : nulle

o
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Tableau | X : Résultats de la croissance del’isolat P4D1g sur différents milieux

c Pigmentation
2 [ 3 5 - %
S 5 Mycelium | Mycelium du 2 o
o] x —
= s 3 |3 g g > g é 1
2 |6 £ |z S S aérien Substrat o £
2 |- o |= 3 G # elES
|SP1 + - Blanc Jaune _
| SP2 +++ ++ Beige Orange clair _
|SP3 ++++ +++ Beige Marron brun _
(72}
3 |SP4 PN Beige Marron clair _
g{\ | SP5 ++++ +++ Beige- blanc | Beige—blanc _
Bennett | ++++ ++ Beige Jaune orangé _
GN - - - - _
GYEA ++++ ++ Beige Marron _
D: Williams | ++++ +++ Beige Jaune pale _
ol
|SP1 ++ + Blanc Jaune pale _
| SP2 Beige Marron orangé _
" 1SP3 Beige Marron brun _
=
52, | SP4 Beige Marron -orange _
5
fg | SP5 ++++ ++++ Beige Créeme _
<
I Bennett Beige Marron-orange clair _
GN + - - Jaune orangé _
GYEA Beige Marron foncé _
Williams | ++++ ++++ Beige Créme jaunétre _

Note: croissance et sporulation ; ++++ : abondante, +++ : bonne, ++ : moyenne, +: faible et, - : nulle

g
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2.2. Analyse des constituants cellulaires et pariétaux

L’ éude chimique des congtituants cellulaires de deux isolats a permis de mettre en

évidence la présence, dans la paroi, de I'isomére LL de |’ acide diaminopimélique, ainsi que de

laglycine et |’absence delysine.

L’analyse de sucres cellulaires taxonomiquement importants n'a détecté aucun sucre

caractéristique dans les deux hydrolysats testés.

Les résultats obtenus aprés extraction et séparation des acides aminés et des sucres des

hydrolysats cellulaires sont mentionnés dans les tableaux X et XI.

Tableau X : Analyse des constituants cellulaires pariétaux del’isolat PsD,g par chromatographie

sur couche mince

| solat P3D28
Constituants Couleur des Rapport frontal Révélateur Identification des
taches (Rf) COMpPOSEs
Acidesaminés violette Rf=0.8 Glycine
brune Ninhydrine AcideLL-
virant au jaune |Rf=0.7 diaminopimélique
Sucres ND ND Diphenylamine- Pas de sucres
Aniline caractéristiques

Tableau XI: Anayse des constituants cellulaires pariétaux de |’ isolat P4D;o par chromatographie

sur couche mince

| solat P4D10
Constituants Couleur des Rapport frontal Révélateur Identification des
taches (Rf) COMposés
Acidesaminés violette Rf=0.8 Glycine
brune Ninhydrine AcideLL-
virant au jaune | Rf =0.69 diaminopimélique
Sucres ND ND Diphenylamine- Pas de sucres
Aniline caractéristiques

&
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2.3. ldentification du genre

Les colonies matures de la souche P,D4o sont seches, poudreuses, a bords plats et centres
élevés tandis que celles de la souche P3;D,g sont pateuses. Ces formes sont caractéristiques des
colonies du genre Streptomyces (Cavalla et Eberlin, 1994 ; Petrosyan et al., 2003). Compte tenu
de la pigmentation du mycélium aérien sporulé, la souche P,Djo peut étre classée dans la série
des beiges et P3Dog dans la série des blanches (Saadoun et Al moumani, 1997).

Lesrésultats de I’ analyse cellulaire des 2 souches rattachent lesisolats au chimiotype IC
(Lechevalier et Lechevaier, 1970). Selon Zerizer et al. (2006), cette composition permet
d attribuer les deux souches soit aux genres. Streptomyces, Intrasporangium, Streptoverticilium,
Kiniosporia, Sporichthya appartenant tous au groupe des Streptomycetes et genres apparentés,
soit aux genres Terrabacter et Nocardioide appartenant au groupe des Nocardioformes.

Ou enfin au genre Kitasatospora appartenant au groupe des genres non classées.

Cependant, la combinaison entre les caracteres morphologiques et la composition chimique
des cellules permet de conclure que les deux souches sont des actinomycetes appartenant au

genre Sreptomyces.

2.3.1. Etude physiologique

Les résultats des différents caractéres, physiologiques et biochimiques des souches P4Dg et

PsD,g sont réunis dans le tableau XI1.
P3D28

La souche P3Dyg utilise un certain nombre de composés organiques, comme lagélating, la
tyrosine, lacaséine, I’amidon, le xylane, lacellulose, le tartrate de sodium, le citrate de sodium,

I’ acétate de sodium et le tween 80, mais elle ne dégrade pas I’ oxa ate de sodium. Elle est capable
d’ utiliser tous les composés glucidiques comme seule source de carbone et |a plupart des acides
aminés al’exception delaglycine et de I'arginine. Laprésence de nitrate réductase signifie

gu’ elle peut réduire les nitrates. Elle hydrolyse |’ urée et elle produit I'indole.

Les pigments mélanoides ne sont pas produits sur les milieux ISP7 et ISP1, congus
spécialement pour la production de ces pigments. Elle croit a des températures comprises entre
28 et 50°C, €lle est capable de se développer en présence de concentrations éevées de NaCl
qui peuvent atteindre 7 %, par consequent elle est thermophile hal otol érante modérée.

Elle pousse a des pH compris entre 7 et 11 et en présence de cristal de violet (0.001%), de
tellurite de potassium (0.05%), de phénol (0.05%) et une absence totale de développement est
observée en présence de I’ azide de sodium a0.01%.

]
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Elle est résistante a |a trimethoprime-sulfamethoxazole, la Ticarcilline et la gentamicine,

et sensiblealacolistine, amikacine et |’ acide nalidixique.

I:>4D10

La souche P4D1p est capable d’ utiliser de nombreux composés organiques tels que I’amidon,
lagéatine, latyrosine, la caséine, le xylane, le tartrate de sodium, le citrate de sodium, I’ acétate de
sodium, I’oxalate de sodium et le tween 80. Elle est capable d' utiliser 1a plupart des composés
glucidiques a |’exception du sorbitol et les acides animés excepté la glycine, la cystéine et
I’arginine. Elle réduit les nitrates en nitrites, elle hydrolyse I'urée et elle produit I'indole. Aucun
pigments mélanoides n’ est produit sur les milieux 1SP7 et 1SP1.

Elle pousse a des températures comprises entre 20 et 40°C, elle tolére une concentration de
NaCl jusgu’ a 10%, et par conséquent elle est mésophile halotol érante modérée.

Elle présente une bonne croissance apH 5 et 8 et en présence de cristal de violet (0.001%),
de tellurite de potassium (0.05%), de phénol (0.05%) et une absence totale de développement est
observée en présence de I’ azide de sodium a0.01%.

Elleest résistante alatrimethoprime-sulfamethoxazole, I’ acide nalidixique, la Ticarcilline

et lagentamicine, et sensible ala colistine et amikacine.

2.5. ldentification del’ espece

La comparaison des caracteres morphologiques, physiologiques et biochimiques ne
permettent pas de rattacher les souches a des especes donneées, et ce en raison du faible nombre
de tests réalisés comparés a ceux rapportés dans le Bergey’s Manuel (1989). Néanmoins,
d’ autres tests physiologiques (comme la dégradation de I’ esculine, de la xanthine, la résistance a
d’autres antibiotiques, au lysozyme ains qu’'a d autres agents chimiques, etc.), biochimiques
(analyse des lipides membranaires et les acides gras) et les techniques d’'analyses de hiologie
moléculaire s averent étre essentiels afin de pouvoir affilier chacun des isolats a I’ espéece
correspondante (Zerizer et al., 2006).
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Tableau XI1: Caractéristiques physiologiques et biochimiques des deux isolats PsDog et PsD1g

Résultats

Tests P3D23 P4D10

Coloration de Gram + +
Dégradation de:

Amidon

Gélatine

Caséine de lait

Tyrosine

Tween 80

Xylane

Dégradation des sucres
Glucose

Galactose

Saccharose

Lactose

Mannitol

Mannose

Maltose

Arabinose

Xylose

Sorhitol

Raffinose

Ribose

Glycérol

Inositol

Levulose

Adonitol

Tréhalose

Salicine

Rhamnose

Cellobiose

Fructose

Dégradation des acides aminés
Sérine

Histidine

Leucine

Alanine

Cystéine

Asparagine

Lysine

Glycine - -
Arginine - -
Décar boxylation des sels de sodium
Acétate +
Citrate
Oxalate

Tartrate
Croissance en présence du NaCl
0%

+ + + + + +
+ + + + + o+

+ + 4+ + 4+ + + + + 4+ + 4+ + + +F A+ A+ o+
+ o+ o+ o+ + o+ F + F A+ F o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ +

+ 4+ + +

++ ++




Tableau XII: (suite)
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1.5% +++ +++
3% ++ +++
5% ++ +++
7% + ++
10% - +/-
13% - -
15% - -
Croissance a
pH4 - +
pH 5 +- +
pH 6 + ++
pH 7 ++ +++
pH 8 ++ +++
pH 9 +++ ++
pH 10 +++ +
pH 11 ++ +/-
Croissance a
20°C - +
25°C +/- +
28°C ++ +++
30°C +++ +++
35°C +++ ++
37°C +++ +
40°C +++ +/-
45°C +++ -
50°C +/- -
55°C - -
Croissance en présence de
Tellurite de K (0.01%) + +
Tellurite de K (0.05%) + +
Cristal violet (0.001%) + +
Phénol (0.005%) + +
Phénol (0.05%) + +
Azide de sodium (0.001%) + +
Azide de sodium (0.01%) - -
Production de:

Pigments mélanoides - -
Nitrate réductase + +
Catadase + +
Indole + +
Urée + +
Sensibilité aux antibiotiques : diamétre des zones
d’inhibition
Ticarcilline (TIC) R R
Gentamicine (CN) R R
Acide nalidixique (NA) 126 R
Coligtine (CS) 18.0 119
Amikacine (AK) 31.2 353
Trimethoprime-sulfamethoxazole (SXT) R R

++ + : croissance abondante ; ++: croissance bonne; + : croissance moyenne ; +/- : croissance faible; - : croissance nulle.




Partie expérimentale

3. Optimisation dela production de cellulases
3.1. Effet dela concentration deCMC

Les résultats présentés dans lafigure (Fig.10) indiquent que lasouche P4D;g montre une
meilleure croissance et une activité enzymatique élevée et quas stable a des concentrations de
CMC comprises entre 7 et 11 g/l avec une valeur maximale de 1.093 Ul/ml a 11 g/l. En
revanche, I’ activité enzymatique et la biomasse de la souche P;D,g sont maximales avec 5 g/l
(1.751 Ul/ml).

14 - - 12
18 - a
12 - a

14 -

1,2
0,8 -

activité enzymatique Ul/ml
=

0,6 A 08 -

- 04

o
(o]
croissance ( 647.5nm
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-

0,6 -
04 —o— Production

. 02 04 1 —o— Production
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Contentration deCMC gl
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r 1,6

- 14
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- 0,6
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croisssance (648.5)

P4D10 I:)3D28
Figure 10: Effet de CMC sur laproduction de cellulases

Note : les concentrationsde CMC portant les mémes lettres ne présentent pas une différence significative

L'analyse de la variance (ANOVA ; SNK) a permis de conclure que les différentes

concentrations de CMC ont un effet significatif sur la production de cellulases pour les deux

souches.

Les résultats obtenus peuvent s expliquer par le fait qu'au-dela de 0.5% (5g/1), le milieu
devient visqueux et influence le mélange des composants de milieu ains que le transfert
d’ oxygene. Ceci se répercute sur la production de cellulases. Ce constat peut étre aussi dd
probablement a un exces en sucres qui réprime I’ expression de la cellulase  (Scriban, 1993).

Des études effectuées dans ce sens avec des souches de Bacillus alcalophilus S39,
Bacillus amyloliquefaciens C23 (Abou-Taleb et al., 2009) ; Bacillus sp (Fukumori et al., 1985;
Kawai et al., 1988 et Shikata et al., 1990) Aspergillus niger ,Trichoderma viride ( Gautam et al.,
2010) et Aspergillus terreus AV49 (Vyas et al., 2005) ont montré que la production maximale
est obtenue avec 1% de CMC.
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D’autres travaux par contre sur Streptomyces drozdowiczii ont montré une production

maximale dans un milieu contenant CMC a 10 % (Grigorevski de Limaet al., 2005).

Concernant la souche P,D1o, notre choix s est fixésur 7g/l comme concentration optimale

en raison de laviscosité du milieu qui influence la production de cellul ases.

3.2. Effet del’extrait delevure

La production de cellulases augmente proportionnellement jusgu’ atteindre des valeurs

maximales de 0.942 Ul/ml a2g/ | pour la souche P4D1g et de 1.311U1/ml & 2.5g/I pour la souche
PsDog (Fig.11). Au-dela de ces concentrations I’ activité enzymatique décroit considérablement.

Cela peut étre expliqué par le fait que ces deux souches utilisent préférentiellement I’ extrait de

levure alaplace de CMC et de toutes les fagons, économigquement celan’ est pas intéressant.

Par ailleurs, la croissance des deux souches évolue en fonction de la concentration de

|’ extrait de levure.
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Figure 11: Effet de |’ extrait de levure sur laproduction de cellulases

Les tests statistiques (ANOVA ; SNK) montrent que les différentes concentrations de

I’extrait de levure influencent significativement la production de cellulases des souches P,Djo €t

PsD2s.

Gautam et al. (2010) ont étudié les activités cellulases a différentes concentrations d’ extrait

de levure dans des cultures de Trichoderma sp et Aspergillus niger ; lls ont rapporté des

activités respectivesde 2.28 et 1.68 Ul/ml avec 1% del’ extrait delevure.
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D’autres travaux ont montrés qu'une production maximale de CMCases chez
Streptomyces drozdowiczii  (Grigorevski de Lima et al., 2005), Bacillus alcalophilus S39 et
Bacillus amyloliquefaciens C23 (Abou-Taleb et al., 2009) a été obtenue avec respectivement
0.3,0.4 et 0.7 % del’extrait delevure.

3.3. Effet du sulfate de magnésium

Une production importante de cellulases est obtenue avec des concentrations en sulfate de
magnésium situées entre 0.3 et 0.5¢/l. Le maximum d’ activité enzymatique et de biomasse sont
obtenus lorsgue les deux souches P4,Dq et P3Dog Se développent a une concentration de 0.5 g/l et

0.4 g/l respectivement (Fig.12).
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Figure 12: Effet du sulfate de magnésium sur la production de cellulases

L’ analyse de la variance atteste que les résultats obtenus montrent que la concentration en
MgSO, affecte d une maniéere significative laproduction de cellulases chez les deux souches
étudiées.

Par ailleurs, on a comparé nos résultats concernant la souche P4;D1pa ceux de Gautam et al.
(2010) qui ont étudie I’ effet de la concentration de MgSO, sur la production de cellulases de
Trichoderma viridae. Ils ont enregistré une activité enzymatique maximale proche de nos
résultats avec une concentration de Mgso,de 0.58 g/l.

Par ailleurs, les résultats d' une étude effectuée par El-Sersy et al. (2010) ont révélé chez
une souche de Streptomyces ruber une production maximale de cellulase avec 0.1g/l de
MgSO,.
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3.4. Effet du chlorure d’ammonium

D’ apres lesrésultatsillustrés dans lafigure 13, lacroissance et |a production de cellulases
sont maximales a des concentrations de 4g/l et 2g/l pour les souches P,D1g €t P3Dog
respectivement. Au-dela de ces concentrations on observe une diminution rapide de |’ activité
enzymatique et de la croissance.
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Figure 13: Effet du Chlorure d’ ammonium sur la production de cellul ases.

L’analyse de lavariance indique que les différentes concentrations en NH,Cl affectent
également d’ une maniére significative laproduction de cellulases chez |es souches étudiées.

Les résultats de la souche P3Dog sont en accord avec ceux obtenus par Jaradat et al. (2008)
sur |'effet de la concentration de NH4,CL sur la production de cellulases avec la souche
Sreptomyces sp J2.

3.5. Effet du chlorurede sodium

A des concentrations de 4g/l et de 3g/l, on observe une biomasse importante et une bonne
production de cellulases avec des activités enzymatiques respectives de 1.456 Ul/ml et de 1.124
Ul/ml pour lessouches PsDiget PsDyg (Fig.14). Avec Trichoderma viride par contre, un
maximum d’ activité CMCase a 1.37 Ul/ml est observé en présence d' une faible concentration
en NaCl (10 mM ~ 0.58 g/1) (Gautam et al., 2010).

Les résultats obtenus ont fait I’ objet d' une analyse de la variance, cette derniére a permis de

conclure que le NaCl affecte laproduction des cellulases chez les deux souches étudiées.
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Figure 14: Effet de NaCl sur production de cellulases

Une étude menée par El-Sersy et al. (2010) a démonté que la concentration de NaCl aun
effet important sur la production de cellulases de |a souche Streptomyces ruber ou la production
maximal e est obtenue avec une concentration de 1.5g/l.

Les résultats d’une autre étude réalisée par Murugan et al. (2007), en étudiant | effet de la
concentration de NaCl sur la production de cellulases d’ une souche actinomyceéte isolée a partir
d’un poisson Mugil cephalus, ont montré gu’ une meilleure production est obtenue avec 1 e t2%
de NaCl.

3.6. Effet delatempérature

Les résultats (Fig.15) montrent que la production et la croissance des souches P,Djo et
P3Dog sont fonction de la température ou les maxima d’ activités sont obtenus a 28°C et 45°C
respectivement.

L’ analyse de la variance a permis de conclure que la température a un effet significatif
sur la production de cellulases sur les deux souches étudiées.

Certaines recherches révelent que |’ effet température est lié de I’ origine de I’enzyme et a
la nature du substrat mis en jeu. En effet, la température optimale des cellulases fongiques varie
entre 40 et 70 °C aors que celle des bactéries varie entre 50 et 100°C, ce qui explique leur
utilisation en industrie du textile (Ando et al., 2002).

Concernant la souche P4D1o des résultats similaires ont été observés par Narasimha et al.

(2006) avec Aspergillus niger ou une production maximale de 0.775Ul/ml est obtenue a2 28°C




Partie expérimentale

1,2 - —o— Production - 1,4 14 1 ——production a - 1,6
—&— Croissance L 12 12 4 —8—Croissance - 1,4
1 < ’ ]
E 1 = g 1 4 - 12 T
50,8 T c 3 <
] vl = -1 n
& 0855 08 - g
g g 08 £
£06 3| & g
E‘ - 06 g g 06 - é
2 - 06 3
Lo4 - 0a 212 04 - 5
= , o y L
5 8 0,4
02 - 02 02 1 - 02
d
0 : : 0 0 . . ' 0
20 30 10 50 20 30 40 50 60
Température (°C) Température ( °C)
P4D10 I:)3D28

Figure 15: Effet de latempérature sur la production de cellulases.

plusieurs auteurs ont rapporté des optima de production avec un intervalle de température
de 30 a 55°C avec des souches de Streptomyces omiyaensis (Alam et al., 2004) ; Sreptomyces
sp J2 (Jaradat et al., 2008) ; Streptomyces ruber (El-Sersy et al., 2010). Streptomyces lividans,
Streptomyces flavogrisus, Streptomyces nitrosporus (Mc Carthy, 1987) et Streptomyces reticuli
(Schrempf et Walter, 1995)

3.7. Effet du pH initial

Les résultats (fig.16) indiquent que la production de cellulases chez les deux souches
dépend du pH.

La souche P,D1p révéle une croissance et une activité cellulase importante  entre pH7 et 9
avec un optimum a pH 8. En revanche, la souche P;D,g se développe dans une gamme de pH
allant de 6 a 10, avec un optimum de production apH 9.

Ces resultats sont  en accord avec ceux obtenus avec une souche d’ actinomycéte thermophile
(Aboul-Enein et al., 2010) et une souche de Streptomyces alcaline (Solingen et al., 2001).

Avec Aspergillus niger les optima de production de CMCases sont observée avec des pH
de4 et 6 (Acharyaet al., 2008 ; Mc Cleary et Glemie-Holmes, 1985 et Gautam et al., 2010 ).

Par ailleurs, |’ analyse de la variance montre que les différentes valeurs de pH influencent

significativement |a production de CM Cases des deux souches.




Partie expérimentale

Figure 16: Effet du pH initial sur la production de cellulases.

La faible production aux pH acides est due a I'effet inhibiteur, le pH

influence le

transport de différents types d’ enzymes a travers la membrane cellulaire, et limite la croissance

et la production enzymatique en réduisant |’ accessibilité de substrat a son enzyme.

3.8. Effet des sources de carbone

La figurel7 montre des activités enzymatiques et des croissances variables avec les

sources de carbones testées. Cependant I’ activité enzymatique la plus élevée est observée avec

la source de carbone CM C pour les deux souches.

On a remarqué aussi une production appréciable de cellulases dans les cultures avec le

xylane, le cellobiose, le maltose, I’amidon et le glucose, et une tres faible activité avec

|’arabinose et I'avicd. Ceci

substrats detype lignocellulosiques.

révéle que les deux souches dégradent préférentiellement les

L’'analyse de lavariance confirme les différences significatives observées.
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Figure 17: Effet des sources de carbone sur la production de cellulases.

LaCMC comme source de carbone préférentielle a été rapportée par plusieurs auteurs,
(Narasimha et al., 2006 ; Niranjane et al., 2007 et Abou Taleb et al., 2009) par contre d’ autres
travaux indiquent des productions maximales avec de la paillederiz (Lee et al., 2010) avec
une souche de Penicillium purpurogenum ou de la cellulose avec une souche de Streptomyces
sp J2 (Jaradat et al., 2008).

3.9. Effet des sources d’ azote

Parmi ces sources d' azote, organiques et inorganiques, le chlorure dammonium s'est
révélé comme étant le meilleur stimulant des cellulases de la souche P4Dyo (1.114 Ul/ml) suivi
par la peptone puis la nitrate d’ ammonium (Fig.18).

Par ailleurs, une production accrue de cellulases par la souche P3;Dyg est observée dans les
cultures en présence des sources minérales d’azote, notamment avec le nitrate de potassium
(2.393 Ul/ml) et chlorure d ammonium (1.314 Ul/ml).

En revanche, I'extrait de mat sest avéré comme éant le meilleur stimulant de la
croissance des deux souches P,Dip et P3Dog. Ce dernier constitue également une source de
carbone.

Les résultats rapportés par lalittérature ont variables. Certains rapportent sur des souches
de Bacillus subtilis et Bacillus circulans des productions meilleures avec des sources d’ azote
organiques tel que la peptone (Ray et al., 2007 et Lee et al., 2010) et d’ autres avec des sources
inorganiques I’urée (Narasimha et al., 2006), et sulfate d’ammonium (Vyas et al., 2005 et

Acharyaet al., 2008) comme seule source d’ azote.
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Toutefois Concernant la souche P4D1p, Nnos résultats concordent avec ceux rapportés par

Jaradat et al. (2008) avec une souche de Streptomyces spJ2.

A la lumiere de ces résultats, il savere que les souches P,Djp €t PsD,g ne présentent pas

d’ exigences particulieres en matiere de sources d’ azote pour la production de cellulases.
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Figure 18: Effet de source d’ azote sur laproduction de cellulases.

5.6. Effet du tempsd’incubation

Lafigure 19 montre que les souches se développent de fagcon exponentielle pendant

4 jours d’incubation, puis entrent en phase stationnaire et déclinent.
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Figure 19: Effet du temps d’incubation sur la production de cellulases.
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Des maximad' activité (0.845 Ul/ml et 0.919 Ul/ml) et de croissance (Do 0.869 et 0.767)

sont atteint au bout de 6 et 5 jours d incubation respectivement pour les souches P4D1g et P3Dos.

La production d enzymes est probablement liée aux variations morphol ogiques et physiologiques

de la souche durant la culture. Puis, une diminution considérable de I’ activité enzymatique est

constatée. Cette diminution est corrélée avec |’ épuisement du milieu en nutriments nécessaires a

la croissance (Roméro et al., 1999).

Lalittérature rapporte également des temps d’incubation trés variables selon les souches

utilisées et dont certains concordent avec nos résultats notamment concernant la souche PsD1g

(Gautam et al., 2010).
Des maxima d activité cellulasique sont observés a4 jours d incubation avec des souches

Trichoderma harziam, Trichoderma ssp et phanerochaete chrysporium (Khan et al., 2007), a 3

jours avec Streptomyces sp J2 et Sreptomyces flavogriseus (Jaradat et al., 2008 ; Ishaque et
Kluepfel, 1980) et 12 heures avec Aspergillus flavus (Ojumu et al., 2003).

4. Caractérisation de cellulases dans | e sur nageant

4.1. Effet delatempérature

L’ effet de latempérature sur I’ activité enzymatique est illustré dans la Figure 20. On

constate que les températures optimales sont de 50 °C et 60°C. A 80°C les activitésrelatives

sont de 8.2 et 19.43% respectivement pour les souches P4Dqg et PsDos.
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Certains travaux ont rapportés des températures optimales qui peuvent atteindre 60, 65 et
70°C, pour les endoglucanases de Thermococcus aurantiacus, Sporotrichum thermophilie (Raza
et Ur-Rehmane, 2008) et Chaetomium thermopgile (Grajek, 1987). En revanche, une activité
maximale a 35°C est constatée par Chen et al. (2004), avec [I'extrait enzymatique de
Snor hizobium fredii.

Concernant la souche P4D1 nos résultats concordent avec ceux obtenus par, Hurst et al.
(2977), Cord et al. (2002) et Li et al. (2009) avec desextraits de Trichoderma viride,

Par ailleurs, les résultats obtenus avec |a souche PsD,g sont aussi comparables avec ceux
obtenus par (Aboul-Enein et al., 2010) avec une souche d’ actinomycete thermophile et d’ autres
travaux avec Bacillus sp KD1014 (Lee et al., 1999), Bacillus subtilis YJ1 (Yin et al., 2010) et
Sreptomyces spJ2 (Jaradat et al., 2008).

Sur des endoglucanases et - glucosidases, purifiées il a été observé des activités
enzymatiques optimales a50°C et 70°C (Kim et al., 2009 ; Workman et al., 1982 et Gao et
al., 2008).

4.2. Effet du pH

L’ activité enzymatique de la souche P,D1p est importante entre 6 et 8 avec un optimum a
pH 7. En revanche, les cellulases de la souche P3D28 sont actives aux pH de7 a 11 avec un
maximum d’ activité apH10 (Fig. 21). Lestests statistiques confirment I’ effet significatif de ces
résultats.

Les pH acides ou alcains modifient la charge du substrat en diminuant I’ affinité et
I efficacité catalytique de I’enzyme, et dénaturent les structures secondaires ou tertiaires des
cellulases et par conséguent le site actif (Begum et Absar, 2009).

Plusieurs études réalisées sur laCM Case purifiée révélent des activités maximales
wentre pH 5 et 6 (Grigorevski de Limaet al., 2005 ; Leeet al., 1999 ; Begum et Absar,

2009 ; Yinet al., 2010 ; Amouri et Gargouri, 2006 et Jaradat et al., 2008).

Solingen et al. (2001) rapportent une’ activité CMCase maximale & pH 8 avec une souche

alcaline Streptomyces sp.

A lalumiére de ces résultats, les cellulases des souches P,Dyg et PsDog présentent des propriétés

potentiellement intéressantes pour une application dans I’industrie de papeterie.
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Figure 21: Effet du pH sur I’ activité enzymatique

4.3. Thermostabilité

e En absencedu substrat :
Les enzymes des 2 souches montrent une bonne stabilité a 50 et 60°C.
Les temps de demi-vie de la souche P3Dyg sont de plusde 6h a50 et 60°C et |’ activité relative
est de 11.63% apres 6h d'incubation a 70°C (Fig.22).
L’ enzyme de la souche P4Do révele untemps demi-viede4h aS50°cetentre2et3 ha
60°C. Sa dtabilité diminue a 70°C avec une activité relative de 5.23% constatée a 6h

d’incubation.
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Figure 22: Thermostabilité des cellulase en absence du substrat (CMC).
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e En présencedu substrat :

L’ activité enzymatique de la souche P4D1g est relativement stable &4 50°C entre 30min et
2h, elle présente un temps de demi-vie de 4h. Par contre, |’ activité enzymatique &4 60°C et
70°C diminue jusgu’ a atteindre 13.7 et 6.56%. En revanche, I’ enzyme de la souche P3;Dog
montre une bonne stabilité a 50 et 60°C avec un temps de demi-vie de plus de 6h. A 70°C
la stabilité diminue pour atteindre une activité relative de 15.01% (Fig.23).
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Figure 23: Thermostabilité des cellulases en présence du substrat.

Les résultats de la thermostabilité en présence et en absence du substrat  laissent supposer
gue le substrat (CMC) exerce un effet protecteur sur I’ enzyme ce qui larend plus thermostable.

Généradement, la thermostabilité des enzymes s explique également par la présence de
certaines liaisons (hydrogenes, hydrophobes, interactions ioniques, liaisons avec métaux et
ponts disulfures) dans leurs structures secondaires et tertiaires. Ces liaisons déterminent des
sequences particulieres en acides aminés situés a des endroits stratégiques pour permettre aux
enzymes de résister ala dénaturation thermique (Scriban, 1999).

La thermostabilité est un des criteres de séection des enzymes destinées a la
biotechnologie (Tuncer et al., 1999).

La cellulase de la souche Bacillus amyoliquefaciens DL-3 exhibe une thermostabilité
élevée ou plus de 80% de I’ activité enzymatique est maintenue a une gamme de température de

50 & 70 aprés 20 heures d’'incubation apH 8 (Leeet al., 2008).

=3
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4.4, Effet desions métalliques

Les résultats de |’ effet des ions métalliques sur I’ activité enzymatique sont présentés dans
lafigure 24.
les cellulases de la souche P4D1g sont fortement inhibées en présence des ions Zn?*, Ca®*
Mn?, Hg*" et Fe**. Alorsque, I'ion Co* stimule |’ activité enzymatique de 16.34%,

Concernant la souche P3Dyg, on note une inhibition appréciable de la cellulase en présence
desions Hg*" et Fe** ainsi qu’ une stimulation de 10.35% de |’ activité cellulasique.

Des résultats similaires sont observés sur des cellulases produites par Chalara paradoxa
(Lucaset al., 2001) et Acetivibrio cellulolyticus (Mackenzie et Bilous, 1982).

On suppose que les ions Co®* et Mn?* réagissent avec certains résidus d acides aminés du

site actif, ce qui engendre un changement de conformation favorable a une activité plus élevée
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Figure 24: Effet desions métalliques sur I’ activité enzymatique

L’inhibition de I’ activité cellulase par I’addition des métaux de transition (Fe*

Zn®") pourrait étre expliquée par |’ établissement de liaisons covalentes entre les résidus du site
actif de I’enzyme et les métaux. 1l est évident qu'une telle action doit se répercuter sur la
conformation de |’ enzyme.

L’inhibition de I’ activité enzymatique par les ions Hg** pourrait étre due & la présence des
groupements thiol dans le site catal ytique (Korich, 2003).

Les résultats expérimentaux effectués par Grigorevski de Lima et al. (2005) indiquent que
I’activité CMCase de la souche Streptomyces drozdowiczi est fortement stimulée par les ions
Mg*, Ba®*, Fe**, K* et faiblement par I'ion Na", et elle est inhibée par la présence de I’ion Cu**

dans le méange réactionndl.
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4.5. Effet des agents dénaturants

Les agents dénaturants tels que le tween 80 et le glycérol ne présentent aucun effet sur
I"activité enzymatique de la souche P3Dyg, par contre letriton X-100 et le SDS diminuent

respectivement |’ activité de 19.66% et 21.68% (Fig.25).

Par ailleurs, une faible réduction de I'activité enzymatique de la souche PsDjo est
remarguée en présence du glycérol, du SDS et du tween 80 avec des pourcentages de 25.24%,
21.68% et 25.24%, et aucun effet n’est obtenu en présence du triton X-100.

Les tests statistiques conclurent que les résultats obtenus avec les agents dénaturants ont un
effet significatif sur I’ activité enzymatique des souches étudiées.
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Figure 25: Effet des agents métalliques sur I’ activité enzymatique.

L’inhibition observée par I'effet chélateur de I'EDTA signifie que les enzymes des
souches P4Djo et PsDyg sont de nature métalloprotéique. En outre, I'inhibition par I'urée  peut
étre due a la rupture des liaisons hydrogenes intramoléculaires et |’ affaiblissement des

interactions hydrophobes dans |les protéines provoquant |a solubilisation des chaines apolaires.

4.6. Effet du glucose

Les activités cellulasiques des souches P4D1g et PsDog augmentent en fonction de la
concentration de glucose jusqu’'a atteindre des valeurs maximales a 1 mM et 0.5 mM
respectivement (Fig.26). Lestests statistiques attestent | effet significatif des résultats obtenus

Comme le glucose est un produit final d' hydrolyse enzymatique, sa faible concentration joue
un réle stimulateur de I’ activité enzymatique, par contre sa forte concentration exerce un effet

inhibiteur.
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Des résultats rapportés par Kotchoni et al. (2006) sur I’activité CMCase d'un mutant de

Bacillus pumilus montrent que I’ activité CMCase est affectée seulement a partir de 10Mm de

glucose.
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Figure 26: Effet de concentration du glucose sur I’ activité enzymatique.

4.7. Effet du CMC

Les résultats (Fig.27), montrent que les activités maximales des cellulases des souches

P4D1o et P3Dyg sont obtenues avec des concentrations de 1.5% et 2 % de CMC respectivement.

L augmentation de la concentration de CMC exerce probablement une inhibition par exces de

substrat sur I'activité enzymatique. Une I'inhibition de CMCase a éé obtenue par Lee et al.

(2010) avec 0.6 % de CMC sur une souche de Penicillium purpurogenum.
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Figure 27: Effet des concentrations de CMC sur | activité enzymatique.
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4.8. Stabilitéa4°C

Les activités enregistrées montrent que la cellulase de la souche P3;Dyog est relativement
stable durant deux semaines, puis une diminution de I’ activité est notée, tandis que celle de la
souche P4sD1o perd son activité dés la premiere semaine (Fig. 28).

L’instabilité des enzymes a4°C s explique par la prépondérance des liaisons hydrophobes,
et une proportion importante de groupes non polaires dans la séquence de la protéine. Les
liaisons hydrophobes sont déstabilisées a basse températures contrairement aux liaisons
hydrogenes qui sont plus stables.

120

a
100 ab
80 - b

60 -

40 -

activitérelative %
activitérelative %
o

20 - 20

0 T T 1 0 T T 1

2 . 4
Semaines Semaines

P4D 10 I:)3D28

Figure 28: Stabilité a4°C des activités enzymatiques.
4.9. Spécificité vis-a-vis des substrats

Les cellulases des souches P,D et P3Dog dégradent tous les substrats testés. Cependant
Une affinité trés éevée est observée pour la CMC avec une activité relative de 100%. Pour les
2 souches (1.411 Ul/ml et 1.403 Ul/ml) (Fig.29).
Les résultats obtenus concordent avec plusieurs travaux réalisés dans ce contexte qui
étudient la spécificité des cellulases aux différents substrats et qui montrent une meilleure
affinité vis-avis de CMC (Begum et Absar, 2009 ; Yin et al., 2010 et Lee et al., 2008).
Néanmoins, des cellulases d’ une souche de Penicillium purpurogenum, ont montré une forte
affinité vis-a-vis delichenane (Lee et al., 2010).
La détermination des parameétres cinétiques a savoir la vitesse maximale et la constante de

Michaelis pourraient donner une information plus précise sur I’ affinité de I’ enzyme vis-a-vis de
son substrat.
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Figure 29: Spécificité vis-avis de différents substrats.

4.10. Etude des produitsd’hydrolysedeCMC

Les produits d’ hydrolyse de CMC révé és sont essentiellement le glucose pour la
souche P4D1 et glucose et cellobiose pour la souche PsDog

Letémoin de CMC sans|’extrait enzymatique brut n’a pas migré.

Tenant compte de la spécificité vis-avis des substrats, ces résultats révélent la présence
d’une 3-glucosidase et une endo ou exo glucanase dans le surnageant de la souche P4D1.

Le surnageant de la souche P3Dog contient par contre, un seul type d enzyme qui
présente un mode d'action endohydrolytiqgue. Mais pour confirmer avec certitude ces
résultats, il est nécessaire d'inclure dans I'analyse les produits d hydrolyse : cellobiose,
cellotriose, cellotetrasoe, et cellopentose.

P4D 10 P3D28
Figure 30: Produits d’ hydrolyse de CMC analysés par CCM.
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11. SDS-PAGE et zymogramme
Lamasse moléculaire dela CMCase est déterminée par extrapolation sur la courbe

d’ étalonnage préétablie avec des marqueurs protéiques de masses mol écul aires connues.
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Figure 31: Courbe d éaonnage des marqueurs protéiques pour |’estimation du poids
moléculaires

Les résultats de SDS-page révelent deux bandes pour la souche P4Dg €t une seule bande
bien distincte pour la souche P3Ds.

Les bandes de la  souche P4Djo présentent des masses moléculaires de 150 KDa et 79
KDa, et celle de la souche P;Dog de 166.5 KDa. Ces résultats indiquent la présence de deux
SOUS Unités ou isoenzymes pour la souche P4D1o. Mais ces résultats restent préliminaires et pour
les confirmer il est nécessaire d’ effectuer une électrophorése en conditions natives.

+——— 200KDa
<«———— 75KDa
+—— §7kDa
<+———  43KDa

@ (b) (o) @ (b (o)
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Figure 32 : Profil de migration des proténes du surnageant des souches (SDS-PAGE) et
Zymogramme.

() : zymogramme du surnageant concentré, (b) : Surnageant concentréet (¢) : Marqueurs
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Les résultats du zymogramme réalise selon la technique de Gallardo et al. (2004)

montrent que la souche P4D1o produit deux cellulases et la souche P3D2g une seule.

Cesrésultats nous montrent que les masses moléculaires obtenues dans les extraits bruts
des souches P4D1g et P3Dog restent dans la gamme des masses moléculaires obtenues dans la
littérature.

Certaines cellulases d'écrites révélent des masses moléculaires entre 150 et 170 KDa
(Kotchoni et al., 2006 ; Huang et Monk, 2004 ; Amouri et Gargouri, 2006 et Yoshimasu et al.,
1990), et d’ autres entre 55 et 94 KDa (Lee et al., 2008 ; Chen et al., 2004 et Alam et al., 2004)




Conclusion

CONCLUSION

Parmi les nombreuses propriétés des actinomycetes, nous signalons leur capacité a produire
une variété de substances intéressantes du point de vue industriel et les enzymes occupent une
place importante apres les antibiotiques

Ce travaill nous a permis la sélection de deux souches d’ actinomycetes locales P4D et
P3Dyg productrices de cellulases  (Begjaia)

Les tests d'identification basés sur les caractéres morphologiques et I'analyse des
constituants cellulaires ont permis de rattacher les deux souches au genre Streptomyces.
Actuellement, la détermination de nouvelles especes s effectue non seulement par des méthodes
phénotypiques mais aussi par des critéres chimiques et des criteres moléculaires qui s averent
étre essentiels.

La production a été optimisee afin d’ atteindre une activité cellulasique maximale. Celle-ci
est obtenue dans un milieu contenant :

Pour la souche P,D1g: 7 g/l de CMC, 2 g/l d’ extrait de levure, 0.5 g/l de sulfate de magnésium, 4
g/l de chlorure d’ammonium et 4 g/l de chlorure de sodium

pour la souche PsDog: 59/l de CMC, 2.5 g/l d’extrait de levure, 0,4 g/l de sulfate de magnésium,
2 g/l de chlorure d’ammonium, 3 g/I de chlorure de sodium

L' effet de la température et du pH sur la production de cellulases montrent que la
production se caractérise par des maxima de température de 28 et 45 °C et des pH de 8 et 9.
Une meilleure production est observée avec la CMC comme source de carbone au bout de 6 et 4
jours d’incubation pour les souches P,Dq et P3Dog respectivement. Ceci  permet d’ envisager une
éventuelle production de ces enzymes sur des matiéres lignocellulosiques avec des sources
minérales d azote, (nitrate de potassium et chlorure d’ ammonium) peu couteuses

Les souches P,Djg et P3Dog produisent des cellulases actives ades températures élevées,
avec des maxima a 50 et 60°C, ainsi qu'aux pH neutres: 7 ou alcains: 10. Ces propriétes
relativement rares chez les cellulases, sont parmi celles requises pour une éventuelle application
dans lesindustries de papeterie et la production de bioéthanol.

L’ éude de la thermostabilité de I’ enzyme en absence de substrat révele une forte
résistance aux températures élevées. Les temps de demi-vie a’50 C sont de 4h pour la souche
P4sDjo et plusde 6 ha 60 °pour la souche P3D,g .Cette thermo stabilité plaide également pour
une utilisation industrielle de |’ enzyme.

7y



Conclusion

I effet des ions métalliques montre que I"ion CO*™ stimule |’ activité cellulasique de la souche
P,D1o et une inhibition importante de I’ activité enzymatique est observée pour les ions Zn*"
Ca® ,Mn*", Hg*" et Fe®*. L’ activité cellulasique de la souche PsDyg est stimulée par I'ion Mn**
et inhibée par lesions Hg*" et Fe’.

En présence des réactifs chimiques, Les cellulases des souches P4Dg et PsDyg semblent
résister au SDS alors qu’ une inactivation importante est observée en présence de I'EDTA et de
I’urée chez laplupart des cellulases.

Les concentrations de glucose étudiées inhibent I’ activité cellulasique a partir de 1 et 1.5
mM sur les deux souches

Les cellulases des deux souches peuvent étre conservées a 4°C pendant deux semaines ,au-
dela, une perte d’ activité cellulasique est constatée.

Les produits d’ hydrolyse de la CM C sont essentiellement e glucose (P;,D10) cela nous
laisse a supposer I'existence d'une [-glucosidase et une cellulase de type endo ou
exoglucanase, et le glucose et cellobiose (PsD2g) ce qui suggere que I’ enzyme présente un
mode daction endohydrolytique. Pour confirmer avec ces résultats, il est nécessaire
d’anayser les produits dhydrolyse de type cellobiose, cellotriose, cellotetraose, et
cellopentose

L’ analyse de SDS-PAGE et zymogramme ont révélé |’ existence d’ une seule bande et deux
bandes actives ayant des masses moléculaires de 166.5 KDa, 150 KDa et 79 KDa pour les

souches P3Dyg et P4D1 respectivement.

A I'issue de ce travail, nous émettons quelques réflexions et voies d’ investigations sous forme
de perspectives pour une meilleure exploitation de ces résultats préliminaires:

e Approfondir les tests d’'identification pour les isolats étudiées (chimiotaxonomiques et
moléculaires) afin de les affilier aux especes correspondantes.

e Purifier les CMCases pour mieux les caractériser et envisager leur utilisation soit dans
I’'amélioration de la digestibilité en aimentation animale ou dans les procédées
industriels.

e Tester les souches sur différents déchets lignocellulosiques pour rentabiliser la

production de cellulases

G
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Annexes I

MILIEUX DE CULTURE D'ISOLEMENT ET D’IDENTIFICATION DES
ACTINOMYCETES

I. Milieu derevivification

1. Milieu WILLIAMS (Williams et Kuster, 1964) (composition du milieu Williams modifié)
Amidon : 10g; caséine : 0,3g; KNO3 : 2g; NaCl : 2g; K2HPO4 : 2g; MgS0O4, 7H20 : 0,059 ;
CaCO03: 0,02g ; FeSO4, 7H20 : 0,019 ; agar : 159 ; glucose: 19 ; Eeau distillée : 1000 ml. pH 7,2.

I[I.MILIEUX D’'IDENTIFICATION
1. Etude mor phologique

Les milieux ISP ont été préconisés lors de I'« International Sreptomyces Project » (Shirling et
Gottlieb, 1966).

1.1. Milieu ISP1

Tryptone : 5g ; extrait de levure: 3g ; agar : 159 ; eau distillée g.s.p :1000 ml. pH = 7,2.
1.2. Milieu 1SP2

Glucose: 4 g ; extrait delevure: 4 g ; extrait de malt: 10 g ; au ditillée g.s.p. 1000 ml ;

agar: 20 9. pH 7,2.

1.3. Milieu ISP3

Farine d’avoine: 20 g ; solution saline standard : 1 mL ; agar: 20 g ; eau ditillée g.s.p.
1000 ml. pH 7,2.

* Solution saline standard: FeSO4, 7H20: 0,1 g ; MnC12, 4H20: 0,1 g ; ZnSO4, 7TH20: 0.1 g;
eau digtillée g.s.p. 100 ml.

1.4. Milieu 1 SP4

Amidon: 10 g; K2HPO4: 1 g; MgSO4, 7H20: 1 g; NaCl: 1 g; (NH4)2S04: 2 g;
CaCO03:.249;

Solution saline standard (voir ISP3) : 1 ml ; agar : 20 g ; eau distillée g.s.p. 2000 ml. pH 7,2.

1.5. Milieu Glucose-Y east Extract-Agar (G.Y.E.A) (Athalyeet a., 1981)
Extrait delevure : 10g; glucose : 10g; agar : 18g; eau distillée g.s.p : 1000 ml. pH = 6,8.

2. Etude physiologique
2. 2.1. Dégradation des glucides et dérivés

- Milieu ISP9 (Milieu de base)
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(NH4)2304 : 2,649 ; KH2PO4 : 2,389 ; K2HPO4 : 5,65g; MgS04, 7TH20 : 1g; Solution
saine* : 1 ml; eau distillée : 1000 ml ; agar : 20g; pH : 6,8-7.

Solution saline: CuS04, 5H20: 0,64g; FeSO4, 7H20: 0,11 g; MnC12, 4H20: 0,79 g; ZnS0O4,
7H20: 0.15 g; eau distillée : 1000 ml.

2. 2.2. Dégradation du tween 80 (Sierra, 1957)

Tween 80: 10 ml ; NaNO3: 1 g; extrait delevure: 5 g ; solution saline: 50 ml ; CaC12,
2H20: 0,1 g ; eau distillée g.s.p. 1000 ml; agar : 18 g. pH 7,2.

* solution saline: K2HPO4: 0,25 g ; MgS04, 7H20: 0,125 g ; NaCl: 0,125 g ; FeSO4, 7H20:
0,001g;MnS0O4:0,001g; eaudistilléeqg.s.p. 50 ml.

2. 2.3. Dégradation delatyrosine, (Goodfellow, 1971 ; Gordon et al., 1974)
0,4 g de tyrosine est suspendu dans 10 ml d’ eau distillée et stérilise. La suspension est

gjoutée a 100 ml de gélose nutritive stérile pH 7,5 et maintenue en surfusion a 50°C.

2. 2.4. Dégradation del'amidon (Marcha et Bourdon, 1987)

10 g d’amidon dans 100 ml de gélose nutritive. Une solution de lugol permet de mettre en évidence
la dégradation.

2. 2.5. Dégradation dela gélatine (Marchal et Bourdon, 1987)

4 g de gélatine dans 100 ml de gélose nutritive.

2. 2.6. Dégradation dela caséinedu lait (Gordon et al., 1974)
10 g de lait en poudre écrémé sont dissous dans 100 ml d’ eau distillée (pH 7,5), puis stérilises a
I"autoclave. 100 ml d'eau distillée (pH 7,5) contenant 3,6 g d’ agar sont parallélement autoclavés.

Ces deux solutions sont mélangées aseptiquement puis coul ées en boites de Pétri stériles.

2. 2.8. Dégradation des sels de sodium (Gordon et al., 1974)

Sdl de sodium (acétate, citrate, oxaate): 2 g, NaCl: 2 g ; MgSO4, 7TH20: 0,2 g;
(NH4)2HPO4: 1 g ; KH2PO4 : 0,59 ; agar: 15 g ; eau distillée g.s.p. 1000 ml; solution
agueuse de rouge de phénol a0,04% : 20 ml, pH 6,8.

2.9. Production de pigments mélanoides.

Milieu I SP7 (Shirling et Gottlieb, 1966)

Glycérol: 15g; L-tyrosine: 0,5 g ; L-asparagine: 1 g ; K2HPO4: 0,5 g ; MgS0O4,7H20:
0,59g; NaCl: 0,5 g; FeSO4, 7TH20: 0,01 g ; solution saline standard (voir ISP3): 1 mL ; agar:
18 g; eau distillée g.s.p. 1000 mL. pH 7,2.
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Figure 33 : Courbe d’étalonnage de glucose a 575 nm.
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Résumé

Quatre vingt souches, isolées a partir de 6 échantillons de sols, ont fait 1’objet d’un criblage de souches
productrices de cellulases. De ce fait, Deux souches P4Dj, et P3D,g sélectionnées montrant des activités enzymatiques
les plus élevées ont été utilisées pour produire des cellulases. Les résultats des tests d’identification basés sur les
caractéres morphologiques, chimiotaxonomique et physiologiques indiquent que les souches semblent appartenir aux
Streptomyces.

L’optimisation de production de cellulases par les deux souches a été étudiée en testant la composition de
milieu de culture, les différentes sources de carbone et d’azotes, du pH, de la température et du temps d’incubation.

L’effet de la température et du pH indique que les cellulases des souches P4D et P3Dog se caractérisent par des
optima d’activité a 50 et 60°C ainsi aux pH 7 et 10 respectivement, L’¢tude de la thermostabilité en absence de substrat
révele qu’elles sont thermostables et possedent les temps de demi-vie a 50° C sont de 4h pour la souche P4,Dy et plus
de 6 ha 60 °C pour la souche P;D,g. Propriétés qui sont requises pour des applications biotechnologiques. Une
importante inhibition est observée en présence de I’EDTA et 1’urée, alors que, les ions Mn*" et Co™ stimulent I’activité
cellulase des souches P;Doget P,Dj( respectivement.

L’analyse du zymogramme et SDS-page ont révélé I’existence d’une seule bande pour la souche P;D,5 et deux
bandes pour la souche P,D;jayant des masses moléculaires de 166.5 KDa, 150 KDa et 79 KDa respectivement.

Mots clés : Actinomycétes, Streptomyces, production, Caractérisation, CMCase, Cellulose
Summary

Eighty strains, isolated from six samples of soil, have been screened for cellulase producing strains. Thus, two
strains selected P3;D,5 and P4,Dy, showing the highest CMCase activities were used to produce CMCase. Test results of
identification and based on morphological, physiological and chemotaxonomic characters indicate that these strains
appear to belong to Streptomyces.

Optimization of production of CMCase by both strains was investigated by testing the composition of culture
medium, the different sources of carbon and nitrogen, pH, temperature and incubation time.

The effect of temperature and pH indicate that the CMCase P3;D,3 and P,D,o strains are characterized by
optimum activity at 50 and 60 ° C and at pH 7 and 10 respectively, properties that are required for biotechnological
applications. The study of thermostability in the absence of substrate shows that they are thermostable and have times
half-life at 50°C for 4 hours for the strain P4D,y, and more than 6 h at 60°C for the strain P;D,g. A significant inhibition
is observed in the presence of EDTA and urea. While Mn® " ions and Co?" stimulate the activity of CMCase P;D,g and
P,D,, strains respectively.

Analysis of zymogram and SDS-PAGE revealed the existence of a single CMCase for P;Dygstrain and two
isoenzymes for P4D,, strain having molecular weights of 166.5 kDa, 150 kDa and 79 kDa respectively.

Key words: Actinomycetes, Streptomyces, production, characterization, CMCase, Cellulose
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