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RÉSUMÉ

Au cours de ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés à l’étude de la production des

protéases et des antibiotiques par une souche d’actinobactérie du genre Streptomyces, désignée

AH4. La souche produit deux nouvelles enzymes extracellulaires de type protéases alcalines à

sérine et deux antibiotiques à activité antifongique et antibactérienne.

Pour les deux types de produits ; enzymes et antibiotiques, une première étape du travail a été

consacrée à la recherche d’un milieu de culture de production optimale. Des milieux de culture

complexes et/ou synthétiques de base sont testés en suivant des cinétiques de production et de

croissance. Après détermination des conditions de production optimale, des cultures sont réalisées

afin de produire les deux métabolites en quantités suffisantes pour leur caractérisation. Au jour de

production optimale, les extractions sont réalisées à partir du filtrat de culture, suivies de

purifications et caractérisation.

La production de l’activité protéasique est suivie dans un milieu complexe initial et a été estimée

à 23000 UI/mL. Cette production a augmenté à 24300 U/mL dans le même milieu à base de caséine

et d’extrait de levure. Les procédés de purification de l’activité protéasique ont permis de mettre

en évidence la présence de deux protéases, lesquelles ont été caractérisées et identifiées à des

protéases alcalines à sérine, et ont été désignées SAPS-P1 et SAPS-P2. La détermination des

séquences d’acides aminés N-terminales des deux protéases et leur comparaison avec les

séquences de protéases disponibles dans la banque de données de Swiss-Prot/TrEMBL, indiquent

que nos deux protéases sont nouvelles. La spectrométrie de masse a permis de déterminer leurs

masses moléculaires qui sont de 36,4 et 21,1 KDa pour SAPS-P1 et SAPS-P2 respectivement.

L’activité et la stabilité des protéases ont été étudiées à différents pH, température et en présence

de certains ions métalliques. L’optimum d’activité pour SAPS-P1 est obtenu à pH 12 et à la

température de 70 °C, tandis que celui de SAPS-P2 est enregistré à pH 10 et à 60 °C. Leurs

thermoactivités et thermostabilités sont considérablement améliorées en présence du calcium à 10

mM. Les protéases SAPS -P1 et SAPS-P2, ont montré une bonne activité, stabilité et tolérance en

présence des tensioactifs et certains détergents commerciaux liquides et solides. Ces propriétés

permettent de considérer les deux nouvelles protéases pour des applications biotechnologiques

notamment comme additifs biologiques dans les détergents liquides et solides.

La production de l’activité antibiotique a été étudiée selon des milieux de culture complexes et

dans un milieu semi-synthétique où différentes sources de carbone d’azote et d’éléments minéraux

sont testées. La production est optimale et presque similaire dans deux milieux, le milieu complexe

Bennett et le milieu semi synthétique à base de fructose et de tryptone. L’optimum d’activité est

obtenu avec des cultures à pH initial 7, à la température d’incubation de 30 °C et à la vitesse

d’agitation de 250 tpm. Pour la purification des antibiotiques, les substances actives sont extraites

à partir du filtrat de culture par l’hexane. Les résultats de purification par HPLC ont montré la

présence de deux pics, F5-1 et F5-2, à activité à la fois antifongique et antibactérienne. Pour chacun

des deux antibiotiques, l’activité antifongique est plus importante que l’antibactérienne, et celle de

la molécule F5-2 est plus élevée que celle de F5-1. L’analyse par spectroscopie UV-visible a

permis d’écarter la possibilité d’une structure polyénique. La caractérisation des deux antibiotiques

par spectroscopie infrarouge et par révélations chimiques a permis de les rattacher au groupe des

aromatiques polycycliques glycosylés, avec absence de fonctions amines. Les concentrations

minimales inhibitrices des deux antibiotiques F5-1 et F5-2 ont été déterminées contre des

champignons, moisissures et levures, et des bactéries, dont des pathogènes ou toxinogènes.

Mots clés : Streptomyces sp. AH4, production, protéases, antibiotiques antifongiques, purification,

caractérisation, nouvelles protéases à sérine, détergence, aromatiques polycycliques glycosylés.
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ABSTRACT

In this thesis, we were interested in the study of the production of proteolytic enzymes and

antibiotics by an actinobacterium strain belonging to the genus Streptomyces and designated AH4.

The strain produced two new extracellular serine alkaline proteases and two antibiotics with

antifungal and antibacterial activities. For both types of products, enzymes and antibiotics, a first

step of the work was devoted to the search of a culture medium for optimal production. Complex

and/or synthetic culture media were initially tested by following kinetics of production and growth.

After determination of the optimal production conditions, cultures were performed to produce the

two metabolites in sufficient amounts for their characterization. After determination of conditions

for optimal production, the extractions were carried out from the culture filtrate, followed by

purification and characterization.

Production of the protease activity was followed in a basal complex medium and was estimated at

23000 U/mL. This production increased to 24300 U/mL in the same medium supplemented with

casein and yeast extract. Purification methods of the protease activity showed the presence of two

proteases which have been characterized and identified to serine alkaline proteases, and have been

designated SAPS-P1 and SAPS-P2. Determination of the amino acid N-terminal sequences of both

proteases and their comparison with the protease sequences available in the database Swiss-Prot /

TrEMBL, indicated that the two proteases were novel. Mass spectrometry indicated molecular

weights of 36.4 and 21.1 kDa for SAPS-P1 and SAPS-P2 respectively. The activity and the

stability of the proteases were studied at different pH values and temperatures as well as in the

presence of some metallic ions. SAPS-P1 was optimally active at pH 12.0 and 70 °C, while SAPS-

P2 showed optimum activity at pH 10.0 and 60 °C. Their thermoactivities and thermostabilities

were improved significantly in the presence of 10 mM calcium. Both enzymes displayed marked

stability and compatibility with a wide range of commercial laundry detergents. These results

indicated that the new SAPS-P1 and SAPS-P2 proteases can be considered as potential promising

candidates for future application as bioadditives in liquid and solid detergent formulations.

The production of the antibiotic activity was studied in complex culture media and in a semi-

synthetic medium where different carbon and nitrogen sources and minerals were tested. The

production was optimal and similar in two media, the Bennett complex medium and the semi-

synthetic medium containing fructose and tryptone. The optimum activity was obtained in cultures

with pH 7, incubation at 30 °C, and agitation at 250 rpm. For the purification of the antibiotics,

the active substances were extracted from the culture filtrate by hexane solvent. The results of

purification by HPLC showed the presence of two peaks designated F5-1 and F5-2, each

displaying both antifungal and antibacterial activities. For both antibiotics, antifungal activity was

more important than the antibacterial and that of fraction F5-2 molecule was higher than that of

the fraction F5-1. The UV-visible spectroscopy analysis indicated the absence of a polyenic

structure. The characterization of the two antibiotics by infrared spectroscopy (IR) and chemical

revelations led to the identification of glycosylated polycyclic aromatic structures, with no amine

functions. Minimal inhibitory concentrations (MICs) of both antibiotics F5-1 and F5-2 were

determined against fungi; molds and yeasts, and bacteria, including pathogenic and toxigenic

strains.

Keywords: Streptomyces AH4, Proteases, Antibiotics antifungal, Production, Purification,

Characterization, Detergents, novel serine alkaline proteases, Glycosylated polycyclic aromatics.
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