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Introduction

L’utilisation des enzymes est connue depuis longtemps, mais leur emploi a été
développé aprés la mise au point des différentes méthodes d’extraction, de séparation et de
purification sans altérer leur fonctionnement. Ceci a permis de les utiliser dans des

applications a I’échelle industrielle (Kula 1982).

Durant ces derniéres annees, la biotechnologie des enzymes a augmenté de plus en
plus du fait de I’énorme avantage qu’elle fournit par rapport aux méthodes chimiques, non
seulement sur le plan énergétique, mais également grace a I’efficacité, la rapidité et la
spécificité au substrat.

Parmi les microorganismes les plus prometteurs a I’échelle industrielle, on cite les
actinomycétes qui sont fréqguemment utilises en raison de leurs diverses capacités
métaboliques. Les actinomycétes produisent : des cellulases, des xylanases, des protéases
et également des peroxydases (Corvini, 2000).

les peroxydases sont des protéines a heme, capables de catalyser I'oxydation d'une
large gamme de substrats, en utilisant le peroxyde d'hydrogene H,O, (Delannoy et al.,
2004). Elles ont plusieurs applications dans divers domaines comme : la dégradation des
déchets industriels et des polluants de I’industrie du papier et des détergents.

C’est dans ce cadre que s’inscrit notre travail; portant sur I’isolement des souches
d’actinomycétes productrices des peroxydases, a partir du sol. La premiére partie de ce
travail est consacrée a la synthese bibliographique, la ot nous décrivons des généralités sur

les actinomycétes ainsi qu’un apercu général sur les peroxydases.

La seconde partie du document traite les principes généraux des matériels et

méthodes utilisés a savoir:

e [solement des actinomycétes a partir du sol.
e Etude de la croissance sur milieu R2A.
e Test d’activité enzymatique.

e Confirmation du test d’activité enzymatique.

Et enfin, la troisieme partie du manuscrit présentera les résultats et discussion des

principales parties de cette étude.

Ce travail entrepris est un travail pionnier au niveau de la faculté des sciences de la

nature et de la vie et également a I’échelle nationale.
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Chapitre I: Synthése bibliographique

I. Généralités sur les actinomycetes

Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif (Williams et al., 1993 ;
Sanglier et Trujillo, 1997) avec un (G+C) % élevé (60-70 %) (Prescott, 2010) qui different
d’une espéce a une autre tels que les espéces du genre Corynebacterium qui présentent un
taux de 51% et les espéces du genre Streptomyces et Frankia avec un taux de 70%
(Benson et Silvester, 1993 ; Perrine-Walker et al., 2011).

Les actinomycétes ont été classés parmi les champignons (eucaryotes), vu leur
morphologie fongoide (Otto ,1998 et Lefebvre, 2008), mais actuellement ils sont classés
parmi les bactéries (procaryote) di a leur matériel génétique qui est dépourvu de noyau a
I’opposé des eucaryotes dont le matériel génétique est entouré d'une enveloppe nucléaire.
Leur croissance donne naissance a des colonies circulaires, constituées d’hyphes, ils se
propagent tout autour du germe qui leur a donné naissance (Kitouni, 2007), ce qui
explique leur dénomination provenant de deux substantifs grecs « actino » et « mycéte »

qui signifient « champignons a rayons » ou « champignons rayonnants » (Gottlieb, 1973).

Ils sont généralement des saprophytes aérobies, mais il existe des formes anaérobies
regroupant généralement des espéces pathogénes (Andariambololona, 2010). Les
actinomycétes sont des chimioorganotrophes qui utilisent une grande variété de source
d’énergie mais il existe également d’autres espéces qui sont chimioautotrophes (Mariat et
Sebald, 1990).

I1. Ecologie, taxonomie et importance des actinomycétes.

11.1. Ecologie et cycle de développement du genre Streptomyces.

Les actinomycetes ont une grande capacité d'adaptation aux différentes conditions
environnementales ainsi qu’une large variabilité métabolique ; ce qui leur permet d’étre
répondus dans presque tous les écosystemes comme le montre le tableau I. lls ont une
certaine préférence pour le sol qui demeure le réservoir le plus riche (Lechavalier, 1981;
Goodfellow et Williams, 1983). Ils se retrouvent dans des sols désertiques chauds et secs
(Stackebrandt et Schumann, 2000), les sols hautement contaminés avec les métaux lourds,
les sols polaires gelés, les lacs extrémement alcalins et les lacs salés (kitouni,2007), les
milieux aquatiques tels que I’eau de mer (Subramani et Aalbersberg, 2013), les sédiments
océaniques (Solano et al., 2009 ; Jensen et al., 2005), et au niveau de certains végétaux et

animaux(Fiedler et al., 2005).

]



Chapitre I: Synthése bibliographique

Le genre le plus dominant dans les sols et les divers autres substrats est le genre
Streptomyces avec un taux de 80 a 95% du total des actinomycetes suivi par le genre

Nocardia et Micromonospora. Les autres genres sont peu fréquents (Boucheffa, 2011).

Tableau | : Distribution des actinomycétes dans la nature (Larpent, 1989).

Genre

Habitats

Actinomadura

Actinoplanes

Sol
Sol, eau, litiere

Frankia Nodules des racines
Microbispora Sol
Micromonospora Sol, eau
Nocardia Sol, eau
Rhodococcus Sol, eau, fumiere, litiéres
Saccharomanospora Matiere en décompositions
Streptomyces Sol, eau, litiere
Streptosporangiun Sol
Thermomonospora Matiere en decompositions et

fermentations

11.2. Cycle de développement

Les actinomycétes possedent un cycle de développement complexe (Fig. 1), il débute
par la germination d’une spore qui donne naissance a un mycélium primaire forme
d’hyphes qui se ramifient. Le développement du mycélium du substrat vers la partie
superficielle donne le mycélium secondaire ou aérien, les extrémités des hyphes aériens se
différencient pour former des spores qui sont des agents de dissémination (Smaoui, 2010).
Ces hyphes aériens sont plus épais et beaucoup moins ramifiés que les hyphes du substrat

et sont en général pigmentés (Theilleux, 1993).
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Croissance du mycélinum vegétatif

Croissance du mycélium aérien

"

!
1 » Spore

Maturation des ‘L
spores

Fig.1 : Cycle de développement du genre Streptomyces (Hopwood et al., 1985).

11.3. Taxonomie et criteres d’identification

Selon les différentes éditions du manuel de Bergey, les formes bactériennes non
mycéliennes ont été rattachées aux actinomycetes en se basant sur leur parenté
phylogénétique. Les actinomycétes ont été reliés au phylum Actinobacteries qui comprend
5 classes, 15 ordres, 43 familles et 203 genres (Goodfellow, 2012).

Leur classification et identification sont basées essentiellement sur des criteres
morphologiques, chimiques, physiologiques et moléculaires (Smaoui, 2010), Tels que la
présence ou absence du mycélium aérien, les constituants de la paroi cellulaire
(Lechevalier et Lechevalier, 1970) ; le coefficient de Chargaff ou G+C % (Stackebrandt et

al., 1981) et les tests de dégradation des différents composés organiques.

I1.4. Importance des actinomycétes

La production d’enzymes par les différents genres d’actinomycétes d’application
industrielle a révélé un potentiel tres intéressant a exploiter dans I’industrie
pharmaceutique, alimentaire et dans I’agriculture (fertilisation des sols). Les actinomycétes
produisent des substances bioactives présentant différentes applications: les molécules
utilisées dans la lutte contre les phytopathogenes. Les actinomycétes produisent d’autres
métabolites secondaires telles que les vitamines, les herbicides, les pesticides, les
antibiotiques, les antiviraux ou encore les antiparasitaires (Oskay et al., 2004).

)
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En domaine pharmaceutique, les actinomycétes produisent 60 % des médicaments
telle que I’actinomycine D (Demain et Leucini, 2006), ils possédent diverses activités
biologiques (Manivasagan et al., 2014; Blunt et al., 2016) comme les activités
anticancéreuses, anti-tumorales, anti-inflammatoires, anti oxydantes (Lam, 2006).

lls produisent une variété de substances qui aident la croissance des plantes et
protegent leurs racines contre l'attaque des phytopathogenes (Kekuda et al., 2013).1ls ont
un grand pouvoir de transformation des substances organiques complexes ou
difficilement dégradables telles que les polysaccharides, les lignocelluloses et la chitine
(Lechevalier, 1981 ; Goodfellow et Williams, 1983).En outre, ils jouent un role significatif
dans la fixation de I'azote et I'amélioration des parametres physiques du sol (Goodfellow et
Williams, 1983).

I11. Métabolisme des Actinomycetes

Les métabolites primaires jouent un réle important dans la formation de la structure
cellulaire et assurent son bon fonctionnement (Theilleux, 1993). lIs sont utilisés comme
initiateur de construction des métabolites (Rokem et al., 2007). Les actinomycétes sont
caractérisés par la production d’une large gamme de métabolites secondaires Fig.2 (Das et
al., 2008). Ils sont synthétisés lorsque il y’a une réduction ou un arrét de croissance (Doull
et Vining, 1990), leur synthese est régulée par différents facteurs (Theilleux, 1993). tels
que les nutriments (Augustine et al., 2004, Fourati et al., 2005), le pH et la température
(Sujatha et al., 2005), les sels minéraux (Wang et al., 2003), les ions métalliques (Gesheva
et al., 2005), les précurseurs (Omura et Tanaka, 1986) et les inhibiteurs (Bibb, 2005) qui
influent sur les métabolites lors de la fermentation, outre la production d’antibiotiques, les

actinomycetes produisent un large éventail de molécules a activités variées.

)
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s pharmacologiguement
ologiguement actifs

abolites

Antibiotigques

Régulateu

croissance d
plantes

Fig.2 : Métabolites secondaires produits par les actinomycétes (Conn, 2005).

IV. Peroxydases

Les peroxydases sont largement présentes dans différents types d'organismes vivants
(animaux, plantes et micro-organismes) (Siseciogluetal., 2010 ; Kumar et Jagannadham,
2011 ; Zheng, 2012), Ce sont des enzymes intra et extracellulaires avec des roles
importants dans les processus cellulaires (Everse et Grisham, 1990). La peroxydase est une
enzyme qui catalyse la réaction d’oxydation du H;O, pour des fins métaboliques
(Sreenivasulu et al., 1999 ; Velikova., 2005), ils catalysent la réaction d'oxydation d'une
grande variété de substrats (Yemenicio et Cemero, 1998 ; Rompel 2007 ; Kalin, 2014) et
participent également a la défense de la cellule contre les peroxydes tres toxiques et
radicaux libres, les oxydations peuvent étre observées a I’ceil nu ou mesurées au
photomeétre ou au colorimetre. Il suffit pour cela d'utiliser un réactif donnant un produit
coloré, le gaiacol (incolore), dont l'oxydation par l'eau oxygénée aboutit a la
gaiacoquinone, de couleur marron.

La production de peroxydases extracellulaires par les bactéries actinomycetes a été
décrite par plusieurs auteurs en citant les travaux de Godden en 1992 et par Ramachandra
en 1988.

IV.1. Classification des peroxydases selon Welinder

La classification repose sur les caractéristiques de la structure primaire des
peroxydases & héme ferrique. Elle exclue les NADH et NADPH peroxydases, les
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glutathion peroxydases, les peroxydases a deux hémes, dont le cytochrome ¢ peroxydase
(CcP) de Pseudomonas aeruginosa et les halo peroxydases qui catalysent I'halogénation de
composés organiques. On distingue ainsi trois superfamilles :

- les peroxydases animales comprenant les peroxydases a halogéenes et les
prostaglandines synthases ; les catalases ; les peroxydases végétales.
Welinder, en 1992, a séparé les peroxydases en trois classes :

La classe |

Elle renferme les peroxydases d'origine procaryotique dont la Cytochrome c
Peroxydase (CcP) de Saccharomyces cerevisiae, les Ascorbates Peroxydases (AsP) et les
Catalase-Peroxydases (CaP) bactériennes. Celles-ci sont toutes des peroxydases
intracellulaires, non glycosylées, sans calcium ni pont disulfure. La CcP est une protéine
soluble de la chaine de transport d'électrons de la mitochondrie ou elle doit servir a la

détoxication des peroxydes (Yonetani et Ohnishi, 1966).

Les AsP sont les principales enzymes de détoxication de I'H,O, des végétaux
supérieurs. Elles ont une tres grande spécificité et une grande affinité pour l'ascorbate qui
leur sert de réducteur dans la destruction de 1'H,O; (Smirnoff, 2000) ; on les trouve dans le
cytosol, les chloroplastes, les mitochondries, les peroxysomes et les glyoxysomes (Asada,
1999). L'expression des génes AsP semble directement étre contrdlée par I'H,O, (Morita et
al., 1999).

Enfin, les CaP bactériennes sont des enzymes bi-fonctionnelles avec a la fois une
activité catalase importante et une activité peroxydase moindre, mais conséquentes proches
des AsP et de la CcP, elles sont issues de la duplication d'un gene ancestral (Zamocky et
al., 2000). Elles semblent partager les mémes fonctions, ce qui pourrait également les
impliquer en tant que facteurs de virulence de certaines bactéries (Faguy et Doolittle,
2000).

La Classe Il

Elle contient les peroxydases secrétées par les champignons. Leur structure
ressemble beaucoup a celle des peroxydases de classe Ill avec la présence de sites de
glycosylation (Kjalke et al., 1992), de ponts disulfures, de deux molécules de calcium
(Kunishima et al., 1994) et d'un peptide signal. Ces enzymes impliquées dans la
dégradation de la lignine sont présentes chez un grand nombre de champignons,
notamment les basidiomycetes (Varela et al., 2000). Elles sont en général induites dans des

conditions decarence nutritive pour le champignon, méme s'il existe de nombreuses

g
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exceptions (Cullen, 1997), les peroxydases de la classe Il sont organisées en deux types
selon Conesa et collaborateurs (2002) :
4+ La lignine-peroxydase (LiP), qui oxyde un grand nombre de composés aromatiques
non phénoliques dérivés de la lignine ; le substrat type des LiP est le vératrol
fongique qui interviendrait dans le mecanisme de réaction ,soit en protégeant
I'enzyme contre l'inactivation par I'H,O, (Valli et al., 1990), soit en servant
d'intermédiaire d'oxydoréduction entre l'enzyme et les substrats ne pouvant
approcher le site actif (Chung et Aust, 1995 )
4+ Les peroxydases a manganese, qui oxydent la lignine et les composés phénoliques
qui en dérivent via l'oxydation du Mn®** en Mn** qui sert d'intermédiaire

d'oxydoréduction (Glenn et al., 1986).
Classe 111

Les peroxydases de classe 111 sont secrétées par les cellules des plantes.

On peut distinguer aussi :

=  Les peroxydases a heme :

. La famille des cyclo-oxygénases : exemples des ubiquistes prostaglandines H
synthases (cyclo-oxygénase, lacto-peroxydases, myélo-peroxydaseset d'autres
moins ubiquistes : alpha-di-oxygénase, perodains (Pxd).

. Les peroxydases a 2 hemes : exemples des cytochromes C peroxydases.

. La famille des catalases.

. La famille des peroxydases DyP-type A/B/C/D : trés répandues chez les

bactéries et les champignons.
= Les peroxydases sans héme :

. La famille des alkylhydroperoxydases D.

. Les halos peroxydases : exemple la manganése catalase.

. La glutathionne peroxydase : enzyme-clé du métabolisme oxydatif chez tous
les animaux et plantes.

. Les peroxyredoxines.

. NADPH oxydases : exemple des NADPH oxydases et déshydrogénase.

)


http://fr.wikipedia.org/wiki/Cyclo-oxyg%C3%A9nase
http://fr.wikipedia.org/wiki/My%C3%A9loperoxydase
http://fr.wikipedia.org/wiki/Catalase
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IV.2. Mécanisme réactionnel de la peroxydase

Les peroxydases sont des enzymes non michaéliennes (Dunford, 1999). L’action de
ces enzymes nécessite la présence de I’eau oxygénée (H.0O,) qui déclenche [I’activité
peroxydase qui induit la formation d’enzymes transitoires (composés I, I1) en oxydants le
substrat, les composés | et Il donnent naissance a des radicaux libres (A°) qui peuvent
former des polymeres en réagissant entre eux. La réaction se déroule selon la formule

développée par Dunford, 1999.

peroxydase + H,0, > Compose I+ H,O
Compose | +AH > A° + Composé Il
Composé Il + AH > A° + POX + H20

Avec AH donneur d’hydrogéne

Le Mécanisme réactionnel commence par la réaction entre la peroxydase et le H,0;
ou ce dernier est réduit en H,O et I'enzyme est oxydée. Le site actif de I’enzyme constitué
de Fe*® va étre oxydé en oxyferryl (Fe'V=0) pour donner le composé I, ce dernier va
oxyder le substrat (AH) et subit une seconde oxydation générant le composé Il qui est
constitué d’un centre oxyferryl. A la fin le composé Il est réduit a I'état ferrique (Fe™)
natif et régénére la peroxydase (plemont, 1998). La Fig.3 illustre le mécanisme réactionnel.

H,0 AH° AH®
E (Fe'") + H,0, N2y COl + AH, Sy COll+AH, —Z7 5 E (Fe) + Hy

Composé |

Peroxvidase au repos

HO-OH H20

e SR T

T Crxwidation 4 2 électrons
Fe

Hz0
Eﬂ«\ﬁ\
HY eme

AM
-

felb

1-"'1111‘||.'alr--t'~ I

Fig.3 : Mécanisme réactionnel des peroxydases (Plemont, 1998).
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V. Application des peroxydases

L’ aptitude de la peroxydase a oxyder plusieurs substrats en utilisant H,0, par des
réactions d’oxydoréductases, leur a contribué un vaste champ d’applications dans

différents domaines tels que :

Dans le secteur agroalimentaire, la peroxydase permet de déterminer la dose limite
des additifs alimentaires comme I’H,0, qui est utilisé dans I’industrie alimentaire comme

additif mais devant étre éliminé dans le produit fini (Thompson, 1987).

Elles sont utilisées dans les techniques de décoloration de plusieurs produits
alimentaires (jus et thé). En synthése chimique, les peroxydases catalysent une grande
variété de déshydrogénations comme la transformation des composés organiques (Veld et
al., 2001)

Dans I’industrie de papier, pour remplacer certains traitements chimiques tres
polluants. Elles sont utilisées dans le blanchiment des papiers (Antonopoulouse et al.,
2001)

Détoxifications des eaux usées par I’élimination du phénol et décontamination du sol
(Berry et Boyd 1985).

Elles sont employées dans les analyses biologiques comme marqueur tels que les
marqueurs de croissance, stress biotique et abiotique, marqueur de sonde (grigorenk et al.,
2001)

Elle joue un role dans les analyses immuno-enzymatiques grace aux réactions
colorées que génere les produits des substrats des peroxydases, on peut déterminer sa

localisation dans les tissus (Saida 2012).
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V1. Actinomycétes producteurs de peroxydases

Le genre actinomycéte est producteur de peroxydases intracellulaires et

extracellulaires. Le tableau qui suit résume quelques espéces productrices de peroxydase.
Tableau Il : quelques exemples de souches d’actinomycetes productrices de peroxydase

(Mercer, 1996 ; Rose-Hill, 2011)

Actinomyceétes productrice de peroxydase

Streptomycessp. EC
S. viridosporus T7A,
Thermomonosporacurvata BD3
Thermomonospora sp. RW4
Streptomyces lividans TK64
Thermomonosporamesouviformis BD12,
Thermomonosporasp
Thermoactinomycescandidus BD28
Saccharomonosporaviridis 30 Urban K
Pseudonocardia sp. EC20
MycibacteriumSp.McS
Streptomyces toyocaensis
Acidothermuscellulolyticus 11B
Nocardiafarcinica

Renibacteriumsalmoninarum

&
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Notre travail de recherche a été réalisé entre le 8 février et le 9 mai 2018 au niveau
du Laboratoire de recherche « Microbiologie appliquée » (LMA) de la faculté des Sciences
de la Nature et de la vie. Ce travail est initié pour la premiére fois par notre modeste
contribution néanmoins le Co-encadrement de ce travail est assuré par Melle Maibeche R.,
une doctorante intégrée dans I’équipe « Enzymes Microbiennes » (dirigée par Dr.
Boucherba N.) qui travaille sur la méme thématique depuis deux ans.

I. Matériel analytique et produits chimiques

Le matériel et les produits chimiques utilisés dans cette étude sont rapportés dans

I’annexe |.
1. Méthodes

I1.1. Site et nature de prélevement

Notre étude est menée sur Trois types d’échantillons du sol prélevés au niveau de la
commune d’Akbou dans 3 endroits différents, le premier échantillon «E1» est récupéré
sous un compost et sous une profondeur de 10 cm tout en éliminant la couche superficielle
tellurique, le deuxiéme échantillon «E2» est récupéré sous une profondeur de 10 cm a
proximité des racines et le troisieme échantillon «E3» est récupéré a la méme profondeur
que les précédents mais sous une liasse de bois. Le prélévement est réalisé selon la
méthode standard de Pochon et Tradieux (1962). La figure suivante illustre le site de
prélevement et les différents types de sol.
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(@ :E1 (b) : E2 (c) : E3

Fig.04: Différents échantillons du sol.
11.2. Préparation et ensemencement des milieux de culture

La gélose R2A est utilisée pour les numérations hétérotrophiques des bactéries. Ce
milieu, développé par Reasoner et Gelreich (1988), plus sélectif que la gélose nutritive est
meilleure que les milieux classiques pour le denombrement des bactéries stressées ou
résistantes au chlore. L’utilisation d’un milieu pauvre en nutriments favorise la croissance
de ces bactéries au détriment des especes a croissance rapide, permettant ainsi leur

numeération.

Pour I’isolement des actinomycetes le milieu R2A modifié et additionné de gaiacol
(Sigma-Aldrich) est utilisé. La composition de ce milieu est rapportée en annexe I, est son
pH est ajusté a pH 7 et 9. Les mémes composants de base ont été utilises par Mercer en
1996 pour I’isolement des espéces appartenant au genre Streptomyces.

E
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10 g de chaque sol sont mis dans un erlen contenants 90 ml d’eau physiologique
stérile, ceci est considéré comme la solution meére, Par la suite, une série de dilutions
décimales est réalisée en prélevant 1ml de la dilution précédente et en I’ajoutant dans un
tube qui contient 9 ml d’eau physiologique jusqu’a I’obtention de la dilution 107
(Bastide, 1986).

A partir de chaque dilution, un volume de 200pl est prélevé et ensemencé en surface
sur le milieu gélosé « R2A7 et R2A9 ». Les boites de Petri sont incubées a 37°C pendant 7
a 15 jours (Kitouni, 2007).

11.3. Purification des isolats

Les colonies d’actinomycetes sont reconnues par leur aspect morphologique
caractéristique, aspect cotonneux avec une couleur marron adherant a la gélose et formant

un mycélium

Des colonies marron ayant I’aspect des actinomycétes sont sélectionnées. En effet,
ces colonies colorées sont révélatrices de I’oxydation du garacol. Deux repiquages
successifs sur les milieux de culture « R,A7 ou R,A9 » sont réalisés puis les boites de
Pétri sont incubées a 37°C pendant 7 a 15 jours. L’obtention de colonies pures est

déterminante pour le nombre de repiquages a faire.

11.4. Culture sur milieu liquide

11.4.1. Préparation de la préculture

Les colonies marron obtenues sur les milieux R2A7 et R2A9 sont sélectionnées. Au
total Vingt et un (21) isolats sont obtenus. Onze (11) isolats se développent a pH 7 et dix
(10) apH 9.

Une colonie de chaque isolat est ensemencée dans 5 ml des milieux liquides R,A7
ou RA9 (il s’agit des milieux gélosés cités précédemment mais sans I’addition d’agar)
puis incubée a une température de 37°C dans un bain Marie (Memmert) pendant 3 jours.

La croissance est mesurée a 600 nm.
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11.4.2. Culture proprement dite

Les isolats qui ont poussé dans les milieux de culture liquides sont sélectionnés
pour ensemencer a raison de 3 % (600 ul) dans des erlens ayant un volume de 20 ml de
R,A7 ou R2A9. Les cultures sont incubées dans un bain Marie agitateur réglé a 37 °C
pendant 5 jours. La croissance microbienne est suivie par mesure de I’absorbance a 600

nm chaque 48 h.
11.5. Production de peroxydases

Une fois la fermentation terminée, les cultures sont centrifugés a 6000 rpm dans une
centrifugeuse réfrigérée (Centurion Scientific) pendant 20 min afin d’obtenir le surnageant

de culture qui contient les peroxydases extracellulaires.
11.5.1. Mesure de I’activité peroxydasique

Le mélange réactionnel (1ml) est constitué de 400 pl de tampon phosphate (100
mM, pH 7), 200 ul du surnagent de culture et 200 pl de substrat a savoir le gaiacol (20
mM), la réaction est initiée par I’addition de 200 pul H,O, (50 mM), elle est arrétée par
I’ajout de 40 pl de NaOH (5 M) a differents temps : 2, 4 et 6 min, a la fin une mesure
d’absorbance est réalisée a 470 nm & I’aide d’un spectrophotometre de type Shimadzu
UVmini-1240

Une unité d’activité peroxydasique est définie comme étant la quantité d’enzyme qui

transforme un (1.0) u mol de peroxyde d’hydrogéne par minute & 25°C eta pH 7,4.

L’activité peroxydasique est calculée selon la formule de Chance et Maehly (1955).

A/t * Volumeréactionnel * Facteur de dillution

U/ml = -
/ Volume enzymatique
+ A : Absorbance a 470 nm.
+ t : Temps optimum en minutes.
+ Volume surnageant : 0,2 ml.
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11.5.2. Sélection des isolats les plus performants

Les isolats ayant les activités peroxydasiques les plus élevées font I’objet d’une
cinétique de croissance et d’activité peroxydasique a 7, 9 et 11 jours. La croissance est
mesurée & 600 nm, I’activité est détectée selon la méthode décrite dans le paragraphe
11.5.1.
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Dans ce chapitre, seront abordeés les résultats et discussion des principales parties de
ce travail a savoir I’isolement et la sélection des isolats les plus performants et I’activité

peoxydasique.
I. Site et nature de préléevement

Cette étude est basée sur I’isolement des actinomycetes a partir de 3 échantillons de
sol prélevés a différentes zones de la commune d’Akbou. En effet, les travaux de Kiister et
Williams (1964) ont montré que les actinomyceétes sont considérés comme le plus grand
groupe microbienne de la population tellurique et ils sont largement distribués dans les
sols. (Lechevalier et Lechevalier, 1967). Le choix des sites de prélevement revient au fait
que les actinomycétes sont des chimioorganotrophes. lls utilisent la matiere organique et
sont capables de dégrader la lignine, principal constituant du bois (cité par Tuomela et al.,
2000). Les racines présentent souvent des symbioses avec un actinomycéte du
genre Frankia (Benson et Silvester, 1993).

I1. Préparation et ensemencement des milieux de culture

L’isolement & partir des échantillons de sol nous a permis de regrouper un nombre
important d’isolats (174) sur les milieux R,A7 et R,A9. Ce nombre est représenté dans la
Figure N° 5. A partir de I’échantillon 1 64 isolats sont obtenus, pour I’échantillon 2 62

isolats et pour I’échantillon 3 48 isolats

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 -

E2
échantillons du sol

E1 : composte E2 : Racine E3 : Bois

Fig.05 : Isolats obtenus & partir des trois échantillons du sol.
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Les résultats ont montré que le sol prélevé sous le composte « E1 » possede le
nombre d’isolats le plus élevé par rapport aux 2 autres échantillons, c’est peut-étre da au
fait que ce sol est riche en matiéres organiques et en éléments nutritifs qui favorisent la
croissance des actinomycetes. Les travaux de Lee et hwang en (2002) ont rapporté

également la méme observation.
I1.1. Purification des isolats

Les colonies obtenues sont purifiées en repiquant 2 fois sur le milieu R;A7 ou R,A9
jusqu’a I’obtention de colonies marron et isolées ayant le méme aspect (Fig.6).

(a) : Milieu R,A7 (b) : Milieu R,A9

Fig. 06 : Colonies obtenues sur chaque milieu

Parmi les isolats obtenus on a choisi 21 isolats, le critére de sélection est basé sur La
couleur des colonies, qui est marron révélatrice de I’oxydation du gaiacol. Les isolats
retenus sont représentés dans le Tableau IlI.

E
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Tableau 111 : Isolats retenus selon le critere « couleur de colonie ».
Milieu R2A7 Milieu R2A9
El E2 El E2
E;10. 1.10™" E,.7.3.10° E;.1.2.107 E,.5.1.107
E;.1.1.10™ E,1.1.107 E;.10.1.10" E,.1.1.107
E..4.1.10° E,.7.2.10° E:4.1.a10"
E;.1.3.10" E,.4.1.10° E..8.1.10°
E;.2.10" E,.6.1.107 E..9.10"
E;.1.4.10" E;.1.1.107
E;.4.10"
E..4.1.b.10"

E1 : composte E2 : Racine
I11. Culture sur milieu liquide

Dans cette étape, une préculture de 3 jours est utilisée pour favoriser la croissance

des isolats et augmenter leur charge microbienne.

Les absorbances des vingt et un (21) isolats a 600 nm ont révélé une croissance qui
difféere d’un isolat & un autre. Les résultats sont représentés dans les Figures 7 et 8.

Il
= NS
I

Absorbance a 600 nm
o o o o
N SN » (o]

o

O'b‘ 5 &P

N Vv Vv v 3 nz
; NG & o
ARG N I I e S

A \ A N e ™ ; ¢
P SR R SR> SR SO > SR 12
Isolats

Fig. 7 : Croissance des onze (11) isolats dans le milieu R,A7.
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Les résultats d’absorbance ont montré la croissance de quelques isolats avec des taux
différents, cette différence est due & leur métabolisme. Les isolats sont (E2.4.1.107%),
(E1.4.1.10°), (E2.6.1.107) et (E1.2.10).

1,8 -
1,6
1,4
1,2

0,8 -
0,6 -

0,4 -
0,2 -
0 —

Absorbance a 600 nm

Isolats

Fig. 08 : Croissance des isolats a 600 nm dans le milieu R,A9.

D’apreés Les résultats de I’absorbance, on note une croissance uniquement de trois
(03) isolats avec des taux différents d’une espéce a I’autre du a leur métabolisme. Les
isolats sont (E2.5.1.10%), (E1.10.1.10™) et (E1.1.1.107).

I11.1. Culture proprement dite

D’aprés les résultats de I’absorbance & 600 nm, sept isolats dont (E2.4.1.107),
(E1.4.1.10°), (E2.6.1.10?), (E1.2.10?), (E2.5.1.10%), (E1.10.1.10™) et (E1.1.1.107) qui se

sont développés dans les milieux R2A7 et R2ZA9 ont été retenus (Figure 09).
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Fig 09 : Aspect des isolats E».6.1.10° et E;.10.1.10™ sur milieux R2A7 et R2A9.

Une culture de 5 jours a été menee a partir de la pré-culture en utilisant les sept (07)
isolats (quatre (04) pour le pH 7 et trois (03) pour le pH 9) dans le but de faire un suivi de
leur croissance en fonction du temps. Les résultats d’absorbance & 48 h et 96 h de ces
isolats sont représentés dans le Tableau IV (annexe).

Les résultats de I’absorbance sont représentes dans la Figures 10 et 11.

m Absorbance a48h  m Absorbance a 96h

N~
(6]
]

1,988 2,054 1,929

=
[l (6] N

Absorbance a 600 nm
o
(6]

E2.4.1.10-2 E1.4.1.10-5 E2.6.1.10-2 E1.2.10-1

Isolats

Fig.10: croissance des isolats dans milieu R, A7

Les résultats de I’absorbance apres 5 jours d’incubation ont montré un taux de
croissance important pour les isolats (E».4.1.10%), (E».6.1.10) et (E1.2.10™) aprés 48h. La

21
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prolongation de I’incubation aprés 96 h n’a pas montré une grande augmentation. Ce qui

permet de conclure que les isolats sont en phase stationnaire.

m Absorbancea48 h  m Absorbance a 96 h

2,5 -
2205 2,285

1,903 1,904

Absorbance a 600 nm

E2.5.1.10-2 E1.10.1.10-1 E1.1.1.10-7
Isolats

Fig.11 : croissance des isolats dans milieu R;A9
D’apreés les résultats d’absorbance, on remarque la croissance de 3 isolats

(E2.5.1.10?), (E1.10.1.10™) et (E1.1.1.107) aprés 48h d’incubation, qui est presque la méme

aprés 96 h. Ce qui permet de conclure que les isolats ont entamé une phase stationnaire

D’apres ces résultats, on conclut qu’il y’a eu une croissance différentielle des isolats.
Cette différence est peut étre due a la variabilité de I’état physiologique de I’inoculum liée

a la préparation des pré-cultures et a la particularité de différenciation du genre.

IV. Mesure de I’activité peroxydasique

Le résultat de I’activité enzymatique des sept isolats (4 Sur milieu R2A7 et 3 sur

milieu R2A9) est représenté dans les Tableaux V et VI (annexe).

Le résultat de I’activité peroxydasique des quatre isolats qui se sont développés dans

le milieu R2A7 sont représentés dans la Figures 12.
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Fig.12 : Activité peroxydasique des 4 isolats a différents temps sur milieu R2A7.

L’isolat (E24.1.10%) montre une activité & 2 4 et 6 minutes aprés 5 jours

d’incubation. L activité maximale est obtenue a la quatrieme minute avec un taux de 0,084
uU/ml.

L activité peroxydasique de L’isolat E;.4.1.10° apparait uniquement a la sixiéme
minute avec un taux tres faible de 0,008 U/ml.

L’isolat (E;.2.10%) montre uniquement une activité peroxydasique aprés deux
minutes avec un taux de 0,078 U/ml.

L’isolat (E2.6.1.10%) présente une activité peoxydasique a quatre et & six minutes
avec un taux maximal de 0,051 U/ml.

L’activité peroxydasique des 3 isolats sur le milieu R2A9 est donnée dans la figure
13.
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Fig.13 : Activité peroxydasique des 3 isolats sur milieu R2A9

L’isolat (E».5.1.10%) montre une activité peroxydasique & 2 et & 4 minutes avec un
taux maximal de 0,14 U/ml aprés 5 jours d’incubation.

L activité peroxydasique de L’isolat (E1.10.1.10™) apparait & 4 et & 6 minutes avec
un taux maximal de 0,025 U/ml a la sixieme minute aprés 5 jours.

L activité peroxydasique maximale de I’isolat (E1.1.1.107) apparait & la quatriéme
(4) minute avec un taux tres 0,008 U/ml.

Les résultats de ce test montrent que chaque isolat exhibe une activité
peroxydasique a des temps optimum et chaque enzyme posséde un temps optimal
d’activité depuis I’initiation de la réaction avec H202 jusqu’a son arrét avec la soude pour

montrer une activité qui correspond a I’oxydation du substrat (guaiacol) en utilisant H202
par la peroxydase.

La mesure de l'activité peroxydasique est réalisée selon la méthode de Chance et
Maehly (1955).
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Ce méme test d’activité a été réalisé sur des plantes (racine et feuilles) en utilisant
comme substrat analytique le pirogalol, des agents pathogénes ont été utilisés pour
induire la production de la peroxydase. (Bateman, 1967).

Mercer, (1996) ont également utilisé ce méme test pour déterminer I’activité

peroxydasique de 39 souches d’actinomycetes en utilisant différents substrats.
V. Sélection des isolats les plus performants

Sur les sept (07) isolats trois (03) présentant les meilleures activités peroxydasiques
sont sélectionnés pour effectuer un suivide 7, 9 et 11 jours.

Les isolats retenus selon I’activité sont rapportés dans le Tableau VII.

Tableau V11 : Activité peroxydasique de trois isolats.

R,A7 R,A9
Nom des Activité Temps Nom des Activité Temps
isolats maximale Optimale isolats maximale Optimale
E2.6.1.10% | 0051 U/ml 6 min E,51102| 014 U/ml 2 min
E,.4.1.10-°

V1. Test de confirmation

Les résultats des tests de confirmation de I’activité sur milieu R,A7 et R,A9 sont
représentés dans le Tableau VIII (annexe 3).

Les résultats des tests de confirmation de I’activité et de croissance des isolats sur

milieu R,A7sont représentés dans la Figure 15 et 16.
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Fig.15 : Suivi de la croissance et de Iactivité de Iisolat E».6.1.10% dans milieu

R2A7 en fonction des jours.

D’aprés les résultats du test d’activité on remarque que I’activité enzymatique de

I"isolat E».6.1.10% est de 0,041 U/ml au septiéme jour par la suite elle augmente jusqu’a

atteindre son maximum au onziéme jour 0,17 U/ml. L’activité peroxydasique et la

croissance ne sont pas dépendantes.
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Fig.16 Suivi de la croissance et de I"activité de I’isolat E2.4.1.10 dans milieu R2A7

en fonction des jours.

Pour I'isolat E2.4.1.107% son activité peroxydasique augmente progressivement de

0,071 U/ml a 0,22 U/ml. La croissance et I’activité ne sont pas dépendantes
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Chapitre 111 : Résultats et discussions

Les résultats du test de confirmation de I’activité et de croissance de I’isolat

E,.5.1.10 dans le milieu R,A9 sont représentés dans la Figure 17.
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Fig.17 : Suivi de la croissance et de I’activité de Iisolat E,.5.1.107 dans milieu

R2A7 en fonction des jours.

Pour I'isolat E;.5.1.107%, son activité enzymatique augmente de 0,101 U/ml jusqu’a
atteindre un niveau plus élevé de 0,15 U/ml, la croissance et I’activité peroxidasique sont
indépendantes.

Les résultats des tests d’activités enzymatiques des 3 souches ont montré que les trois
isolats présentent une activité peroxydasique extracellulaire indépendante et non associée a
la culture.

La figure 18 représente les 3 isolats les plus performants E.4.1.10-%, E».6.1.10%E2.5.1.10

Figure 18 : Isolats les plus performants
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Chapitre 111 : Résultats et discussions

Les resultas obtenus sont comparés a ceux obtenu par Mercer et Derry, 1996 et Le
Roes-Hil, 2011

Tableau IX : Activité peroxydasique produite par des souches d'actinomycétes

Les souches Activité Peroxydase Référence
Streptomycessp. 4.47 U/ml Mercer, Derry, 1996
Saccharomonospora
o 7.14 U/mi Mercer, Derry, 1996
viridis BD42
Thermomonosporasp. 5.76 U/ml Mercer, Derry, 1996
Streptomycessp. EC5 3.74 U/ml Mercer, Derry, 1996
T. fuscaMC8 >1 U/ml Mercer, Derry, 1996
Saccharomonospora
o >1 U/ml Mercer, Derry, 1996
viridis
Streptomycescoelicolor 0.068 U/ml Le Roes-Hil 2011
Streptomycesgriseus )
0.054 U/ml Le Roes-Hil 2011
NRRL B-2165
Streptomyces MV2 0,131 U/ml Le Roes-Hil 2011
Streptomyces MV4 0,001 U/ml Le Roes-Hil 2011
Streptomyces MV19 0,069 U/ml Le Roes-Hil 2011
E,.6.1.107 0,172 U/ml Travail actuel
E,.4.1.10- 0,222 U/ml Travail actuel
E,.5.1.10 0,15 U/ml Travail actuel

La comparaison de nos résultats de I’activité peroxydasique des actinomycétes avec
les résultats obtenus par Mercer, Le Roes-Hil montre que I’activité des 3 isolats obtenus est
inférieure a celle de Saccharomonospora viridis BD42 et Thermomonosporasp et on
retrouve aussi des activités supérieures a celles de Streptomyces MV2 et
Streptomycescoelicolor.

Cette différence d’activité est liée a I’optimisation de la production enzymatique par

des plans d’expériences et au protocole de purification qui donne des activités spécifiques.







Conclusion

L’objectif de notre travail est I’isolement et la sélection de souches d’actinomycétes
telluriques productrices de peroxydase. Cette dernieres joue un r6le important en

biotechnologie.

Les vastes champs d’application de la peroxydase ont permis de I’exploiter en
biotechnologie comme substitut aux méthodes classiques et chimiques et comme remede

contre la toxicité dans I’environnement.

Nous avons obtenu un total de 174 isolats. Les tests d’activité peroxydasique nous
ont permis de sélectionner 21 isolats issus a partir du sol sur milieux R2A7 et R2A9 dont 3

isolats sont de potentiels producteurs de peroxydases.

Les résultats obtenus semblent prometteurs mais restent préliminaires et méritent
d’étre approfondis pour arriver a des conclusions définitives et confirmées. Les résultats
obtenus durant cette étude nous incitent a poursuivre nos efforts de recherche dans cette
thématique, dans le but d’isoler des espéces d’actinomycétes avec une activité

peroxydasique qui répondent aux exigences industrielles.
Toutefois, 1l serait donc souhaitable de compléter et d’approfondir ce travail par :

Isolement et sélection d’autres isolats plus performants (ayant des activités supérieures a
1U/ml)
Optimisation de la production peroxydasique par la méthode des plans d’expériences.
Purifications de I’enzyme & partir des surnageant de culture afin d’obtenir des activités
spécifiques intéressantes dans I’industrie pharmaceutique et pour le dosage analytique.

Ce travail marque le début d’une modeste contribution a I’élaboration d’un projet
autour de la peroxydase microbienne, dont I’échéancier de travail nécessite au minimum

trois ans.
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Annexe 1 : matériel utilisé et leur marques

Balance

Bain mari

Bain mari sous agitation
pH metre

Etuve

Centrifuge
Spectrophotometre
Vortex

Autoclave

Plaque agitatrice
Centrifuge a froid

Fourre pasteure

SHIMADZU UX620H

GFL

MEMMERT

HANNA instruments

NUVE incubator EN 055

HETTICH zentrifugen

SHIMADZU UV mini-1240

VELP SCIENTIFIKA
ADVANTAGE-LAB Model AL02-12
VELP scientifica

CENTURION SCIENTIFIC K3 SERIES
HERAEUS
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Annexe 2 : milieu de culture

Milieu solide

Préparation d’un milieu de culture R2A modifier et additionner de gaiacol qui permet la

croissance des actinomycetes selon la composition suivante :

e Extrait de levure

O PEPIONE e e

e Casamino acide remplacé par le Tryptone.......................

e AMIdonSOlUDIE ..o

e Tartrates de sodium remplace par le tartrate de sodium

de potassium tétra hydrate ............coovvrii i,

e Dipotasiume phosphate hypta hydrate K;HPO,4

L 2 - 1

e Eau distillée

o GalaCol.....c.oeieii e ...0,066 MI / 150 M

Milieu Liquide

Préparation d’un milieu de culture qui permet la croissance des actinomycetes selon la

composition suivante :

e Extrait de levure
e Peptone
e Casamino acide remplacer par le Tryptonne
e Glucose
e Amidon soluble

e Tartrates de sodium remplace par le tartrate de sodium

de potassium tétra hydrate .............coooiiiiiiiii
¢ Dipotasiume phosphate hypta hydrate K;HPOq ................
o Eaudistillée ..o

©  GAIACOL. .. et e e e, 0,066 ml / 150 ml
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Solution tampon phosphate a 100 mM

0 KoHPO g 0,871g/50ml
© KHPO .o e e12222.0,6804g /50mI

Pour préparer une solution tampon phosphate a 100mM on a pesé 0.871g de K;HPO,4 et on la
dessous dans 50ml d’eaux distille ensuite on a pesé également 0,6804g de KH,PO, dans
50mld’eaux distille. Ajustement le ph a 7 ont mélangeant les 2 solutions

Solution gaiacol a 20 mM

@ Galacol......oi i e 222.0.12509/50m
Préparation de H,O,a 50 mM

o H202. . e e 222, 0,08509/50m
Préparation Solution NaOH a 5M

0 NAOH Lo 10g/50ml
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Annexe 3

Tableau IV : Mesure de la croissance des sept isolats.

RoA7 R,A9
Nom des isolats Absorbance Nom des souches Absorbance
E2.4.1.10-2 2,054 E,.5.1.107 1,904
E1.4.1.10-5 1,589 F;.10.1.107 2,285
F2.6.1.10-2 1,929 F;.1.1.107 1,822
E1.2.10-1 1,791

Tableau V: Résultat de I'activité a 470 nm sur milieu R2A7

. Absorbance Absorbance Absorbance
Nom des isolats ) ) )
2 minutes 4 minutes 6 minutes
E,.4.1.10° 0,05 0,084 0,011
E.4.1.10° 0 0 0,008
E;.2.10* 0,078 0 0
E,.6.1.10° 0 0,032 0,051

Tableau VI: Résultat de l'activité a 470 nm sur milieu R2A9

Nom des isolats Absorbance Absorbance Absorbance
2minute 4minute 6minute
E2.5.1.10-2 0,14 0,06 0
E..10.1.10™ 0 0,007 0,025
E.1.1.107 0 0,008 0,002

Tableau VII1 : Croissance des isolats apres 7,9 et 11 jour d’incubation.

RoA7 R2,A9
Nom des isolats | 7 jours | 9jours| 11jours | Nom des souches | 7jours| 9jours |11ljours
E2.6.1.10-2 1,768 | 1,754 | 1,69 E2.5.1.10-2 1917 | 1,599 | 1,671
E2.4.1.10-2 1,563 | 1,37 | 1,333
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Résumé

L’analyse de 3 échantillons de sol provenant de la région d’Akbou sur milieu de
culture R2ZA modifié et additionné de gaiacol, a permis I’isolement de 174 isolats dont 21
isolats d’actinomycetes. Leur sélection est basée sur leur aspect morphologique et la

coloration des colonies sur milieu d’isolement.

L’activité perxydasique des 21 isolats est identifiée par I’oxydation du substrat a

savoir le garacol avec H,O, permettant ainsi la sélection de 7 souches d’actinomycétes.

Les tests de suivi d’activités peroxydasique realisé sur les sept isolats on permit la

sélection de 3 souches d’actinomycetes productrices potentielles de peroxydases.

L’activité optimale des 3 isolats est déterminée par une cinétique de croissance et

d’activité peroxydasique & 7, 9 et 11 jours et leurs valeurs sont les suivantes :
L’isolat E».6.1.107%: 0,172 U/ ml, I’isolat E».4.1.107 : 0,222 U/ ml et I’isolat E,.5.1.107 :
0,15 U/ ml.

Mots-clés : Actinomycéte, gaiacol, peroxydase, activité peroxydasique

Abstract

The analysis of 3 soil samples from the Akbou region in modified R2A culture
medium supplemented with guaiacol, allowed the isolation of 174 strains including 21
strains of actinomycetes. Their selection is based on their morphological aspect and the

coloring of the colonies on isolation medium.

The peroxidase activity of the 21 isolates is measured by the substrate oxidations,

namely guaiacol with H,O, wich, allow the selection of 7 actinomycetes.

The peroxidase activitys, monitoring tests is carried out on theseven isolate wich

allowed the selection of 3 potential actinomycetes isolates producing peroxidase.

The optimal activity of the 3 isolates is determined by the time course of growth and
peroxidase activity. The values are E,.6.1.10% 0.172 U / ml, E;.4.1.10 %: 0.222 U / ml and
E».5.1.10% 0.15 U / ml.

Keywords: Actinomycete, guaiacol, peroxidase, peroxidase activity



	Cette différence d’activité est liée à l’optimisation de la production enzymatique par des plans d’expériences et au protocole de purification qui donne des activités spécifiques.

