REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

EcoLE NORMALE SUPERIEURE DE KOUBA ALGER

N° d’odre : Doc/ /2016

THESE DE DOCTORAT EN SCIENCES BIOLOGIQUES

SPECIALITE MICROBIOLOGIE APPLIQUEE

Présentée par

Mme SOURAYA BOULKOUR eps TOUIOUI

ETUDE DE LA PRODUCTION DES PROTEASES ET
D’ANTIBIOTIQUES PAR UNE SOUCHE DE
Strepfoniyces sp. AH4 ISOLEE D’UN SOL DE
LA MITIDJA (ALGERIE)

Date de soutenance : 20 Février 2016

Devant le jury d’examen

SABAOU Nasserdine, Professenr, ENS-Kouba Président

LAMARI Lynda, Professenr, ENS-Konba Examinatrice
DJIBAOUI Rachid, Maitre de conférences A, Université de Mostaganem Examinateur
JAOUADI Bassem, Maitre de conférences A, CBS (Tunisie) Examinateur
BADIS Abdelmalek, Professenr, Université de Blida 1 Directeur de these
BOUDJELLA Hadjira, Professenr, ENS-Kouba Codirecteur de these

2015 -2016




TABLE DES MATIERES

AVANT-PROPOS v
RESUME Vi
ABSTRACT Vil
TABLE DES MATIERES . . IX
LISTE DES ABREVIATIONS . . . e XV
LISTE DES TABLEAUX Xvii
LISTE DES FIGURES . Xvii
INTRODUCTION 1
CHAPITRE 1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 5
1. LE GENRE STREPTOMYCES ET LA SOUCHE AHZ DE STREPTOMYCES SP. evvvtuuieeeeeeeeeeteuneeaesesaeseseeesesessnnnnasessesssssssesesenenes 6
1.1. Généralités sur les Actinobactéries et le genre StrepPtOMYCES. .........uceeeccueeeeeeeeeciiiirieeeeeseciieeaaeeesianns 6

1.1.1. Position taxonomique et description morphologique du genre Streptomyces .........ccccoccvueeevveeeciieeieesiiveesiinenn 6

1.1.2. Ecologie et distribUution dans 1@ NATUIE ..........c.eveviiieieeeeeees ettt stsessessesssestesesessssastessessasassenas 7

1.1.3. INTETEL AES SEIEPEOMYCES ..c.uvveeeveeeeiie ettt ettt e ettt e e e et e e e bt e e et sataeeeebbee e bbaeassbee e sbeeen s essteeesseeesabeeestaeansbaeesas 8

1.2. Présentation de 1a souche AH4 de StreptomMyCeS SP......cccuueeecueeeeeieeeecieseeeeceaeesitaaescteeessseaesaesreeaens 11

1.2.1. Origine et position taxonNomMIqUE de 12 SOUCNE .......ccuiiiiiiiiiiiicciee ettt e et b e e sbee e sarea e 11

1.2.2. Potentiel producteur de 12 SOUCHE AHA...........oo i ettt st e s s ee et e s e e e aeeseesseeen sneeenneens 12

2. LES ENZYIMES PROTEOLYTIQUES. .. uvtettteueesuteesuueanuebeeeseesuseesssesaseesaseesseeesanseessseesseesaseesnseesnesensmseesaseenseesseesseesnnean 13
2.1. GENCIAIIES SUI 185 PIrOTEASES. ..ottt e e e ettt e e e e e e e e e e ettt a e e e e s s tttasaaaeeesseesnsssaaaeeas 13

2.2. Le Marché mondiQl deS @NZYMES ............cccuuveeceeeeeeieeeeeeeet e eee st e e et e e e e et e e saa e e s staaeessea e s sreeaans 13

2.3. OFiQiNE S PrOTEASES ........eeveeeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e e ettt e ettt aaaeeasstasaaaeeasssssssssaaaaeesssssssesaaeaias 14

2.4. Nomenclature et classification des ProtEASES ...........oucceuueeeeeeeeieieieeeeeeeectteeaeeesssteee e s aaaeeessisesaaaeans 15

2.4.1. Classification selon 18 MOde A aCiON.....c...iiiiiiiiriiriiees et ettt et et e sabesbeeneees 15

2.4.2. Classification selon la nature du résidu nucléophile du site actif .........cccecveriirceriiec s 16

2.5. Différentes ClaSSES A PrOtEASES ...........ueeecuvieeeeeeeeeieeeeeetee e e tteeesste e e ettt e et esetaaesstesasssesessseae s arenaans 17

2.5.1. oY o1 T = YT IEY=Y o T3 T PR 17

2.5.2. PEPTIAASES @ CYSTEINE .. iiiiiiiiecciee ettt ettt e e e st st e e e s tbe e e sabaeeastaeesabaeess s eabaeaansseesnsaaesbeeesnsaeessensns 17

2.5.3. Peptidases @ aCidE ASPArTIGUE ...c.ueeiiiieeiiiee it eeiee e e siee e sbeeeetaeestaeesbebeeesstaeaassseesbaeesssaeeass srsbeessseessseeansrens 18

2.5.4. oY o1 Lo = YT I 4 V<1 - Y SR 18

2.5.5. PEPTIdasES @ TNIEONINE ..oiiiiiiieciee e ettt e e et e e e s bt e e abbeeebbeesbbe aeeesbbeassseeesseesnsseeenssnnns 18

2.6. AppPlications DiOtECANOIOGIGUES..........ccc..eeeeeeeeeeeiiee et e e e s et s e e st e e eaeaestasaessasaaenaneeas 19

2.6.1. [ =T =0T ool ISR TPPP 19

2.6.2. LI L 1= TP TP PP OPPPROPRPPP 22

2.6.3. INAUSEIIE PRAMACEULIGUE c..veeeie ettt ettt s e st eete s e bt e sseesaseeteesseesnseenses seseessaesnseenseenseesnenanen 22

2.6.4. Traitement des reJets INAUSTIIEIS .....cuiii i et e e e etb e e e bt e e e sabeee e esabeeesaseeenaseas 22

X



2.6.4.1. Traitement de 13 SOI ..cc.eeiiiuiiiiiiiiiieit e et 22

2.6.5. INAUSEIIE @lIMENTAITE ..oviiiiiiiiic e e st b e bt e bbb et 23

2.7. Protéases et production des ANtiDIOTIQUES ...............cecccueeeieeeeeeeeeciieeeeeeeecctee e e e e et saaeaaaeeesaseaaaeeas 23

3. LES ANTIBIOTIQUES .eveteretererererereteteeeeeesessemereeeeeseserereseteeseeesesesseseeeeeeeteserereteteeeeseeesesseseeeeesesererereseeeeeeeeeeeessereeeeeeen 24
3.1. Les antibiotiQUes GNEIfONGIGUES............oueeeueieeeeeeeeeeeee ettt e e e s te e e e tes e e s staaestaaasssesesanseaeneessseeaans 26
3.1.1. Les antifongiques IUttant CONTIE |85 MYCOSES.....c.uiriieiiereerieeie e cteeste e st e ete e e e steessaees sseeseeseaeenseeseenaeesneeen s 26

3.1.2. Les antifongiques luttant contre les maladies CryptogamiqUES .........ccccuieeeiiiieiiiieiicirieeeiie e svreeeiae e e e 28

3.2 Microorganismes producteurs de molécules antifongiqUes..............ccccueeeecveeeeeecieeeeiiieeiiieeesciieennns 29
3.2.1. Recherche de NoUVEaUX antifONGIQUES........cciiiiiiiieciee ettt et rre e e e e sabe e s sbbeeesabeeesabeees santeaenanes 30

3.3. Influence des conditions de culture sur la production des antibiotiQues..............ccccovueeeeeeeicieecirennn... 31
3.3.1. INflueNCe de PINOCUIUM L...ciiiiiiiiii e sttt sr st ae oo 32

3.3.2. Influence de la composition du MIlieU de CUILUIE .....cccuieieiiiieiecee s et e ae e e e enee 32
3.3.2.1. Influence de 13 SOUICE d CArbONE .......ocuiiuiiieeeee et ettt se e s e e 33

3.3.2.2. Influence de 13 SOUCE d’azZOTE ......oouiiuiiiiiiiiiiienc e e 33

3.3.2.3. Influence des éléments minéraux et OlIGOEIEMENTS ........ecceeeiieereeieeee e e 33

3.3.2.4. Influence des conditions environnementales de CUTUIe ........cocoveriiiiniriiene e e 34
CHAPITRE II.  MATERIEL ET METHODES .......cootecuiutricnsnsticssssaiessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 37
1. LA SOUCHE AHA DE STREPTOMYCES SP. ..veiiiiteeeitete ettt s ittt ettt st e s e s esa s s sma e e s sab e e e s sabe s e s sennaeesanneeeeas 38
1.1. o) (=] 1=1 T SRR UPSPUPPTRRR 38
1.2. CONSEIVALION A 10 SOUCRE. ........eoeveeiieeiieeeese ettt sttt et s st e st sata e sbeesteesaneeaes 38

2. PREPARATION DE L'INOCULUM POUR LES CULTURES DE PRODUCTION ...vveeeuvveeesuereeesereeeasnresreessnssesssssesessssesssssseessesnsseeans 38
B LES PROTEASES ...teutteeuteeiuteeauteeatte ettt esttesubeesabeesueeebe e e bt e s e aab e e bt e s bt e eaeeeabe e e st e sasbe e b et e abeeeabeesbbeebeesabeeeebeeebeennreens 39
3.1. Recherche de I'activité protéasique de la souche AH4 sur milieu SOlde ..............ccceeeevvveecveeiveesrennn, 39
3.2 Production de protéases en MilieU lIQUILE ..............c.oeeeeeeeeeceeeeieeeeieeeceee et eesteee e eetea e s sraaessaeaeeans 39
3.3. Dosage de I'ACtIVItE PrOtEOIYLIGUE. ..........eeeeeeeeeeeeeee et e e ettt e e e e e st a e e e e e s ssarans anaaas 39
3.4. Recherche d’un milieu de Culture de production des Protéases...........ccoccevvuueeeeeeciviunveeieeesesiivenaaennn, 40
3.4.1. LeS SOUMCES d@ CArDONE......couiiiiiiiiiiticict bbb e r e st b e bbb sbeeae s 40

3.4.2. LES SOUICES 0'AZOTE ....ceueeteeieetiiteeitet et et sttt et eb et estesbe et e eate bt ebeea e e besbeesee s e ebe ebeeaeeasenbeebeenseabeeneennes sanentenee 41

3.4.3. Les sels MINEraux €t OlIGOEIEMENTS .....cc.eiviieieiecieee s et e e et e e e ete e te e s e e enaeeteesseesneeeseseenseessenans 41

3.5. PUTIfICOTION AES PIOTEASES ......eeeeeeeeeieie et e e e st e ettt e e sttt a e ettt eaesstaaesisasaaastasaessssaessessesaessrenanns 41
3.5.1. Extraction de I'actiVité ProteOlYtIQUE ......cccueecieeiie et ettt e e s ae e e sseesnaeeaeenseeesseeenneens 42
3.5.2. Purification des protéases par traitement thermigQUE ..........coocviiiiiiiiiiie it 42
3.5.3. Purification des protéases par précipitation fractionnée au sulfate d’'ammonium ........ccccceevvevercnrceeeeeenne 43
3.5.4. Semi-purification par chromatographie sur colonne échangeuse de Cations.........cccvevveeveeeceerceeseveesee e 43

3.5.5. U gy o= Y o ol o X- ol o | o] K G USSR SUPPPPRPRRINE 43

3.6. Quantification et vérification de la pureté des Protéases ...........ccouumuuevieeeeeeeeieeeciiieeeeeeeeesirieeaeeeeians 44
3.6.1. Electrophorese en gel de polyacrylamide SDS-PAGE .........c..couciiiiiiiiiiies et e cereeesireeesive veeeaveessateaeaveas 44

3.6.2. Détection de I'activité protéasique SUr ZYMOGIaMIME. .......ccceereereerieeitieseeeeeeeeeteesreesseeseeesseeseseeesnseeseesssennns 45

3.7. CAracteriSAtioN AES PrOTEASES ........cc.uueeeeeeereeiieeeeseteeeeeteeesiteaesteseesteseasssesassssesasassssessssaesaassseannines 45
3.7.1. Effet des iNhibiteUrS SUM 185 PrOtEASES.....cccuieciiereeeeeceesee ettt e ste e st e e sseeete e seessaesaaeeseessee eesneesnseans 45

3.7.2. Détermination des séquences N-terminales d’acides aminés des enzymes protéolytiques .........ccccceeuveeneen. 46



3.7.3. Détermination des masses MOIECUlAIres des ProtEaSES.......ccciviicrviiiiieeeiie e eree st e et e et sbeeesteeesaeeas 46

3.7.4. Détermination des substrats spécifiques Pour |85 Protases ..........ccceevieeiiiiieciie et e e saes 46
3.7.5. Détermination des parameétres de La Cinétique eNzyMatiQUe........ceccueriueereeereeriueeesieeseeeeeeseeesseesseesae eeeeens 47
3.8. Etude de I'activité et de la stabilité des protéases d différents facteurs physico-chimiques............... 47
3.8.1. Effet du pH sur I'activité et |a stabilité des Protéases.........ccceeierieriiecie e e eee e 47
3.8.2. Effet des ions métalliques sur I'activité eNzyMatiqUe........ccueieciiiiiiiiiiiiees ettt e e e st 48
3.8.3. Effet de la température sur I'activité et la stabilité des protéases ........cccccecvieeiieiiiiieseciiie e 48
3.9. Etude de I'activité et la stabilité des protéases en présence de détergents..............ccecvveeveeecevenne. 48
3.9.1. Effet de certains additifs de détergents sur I'activité et |a stabilité des protéases ..........ccccceevveerirveeniiieieeennns 48
3.9.2. Stabilité et activité des protéases en présence des détergents liqUIES ........cceeveeriercerreereeeeie e 49
3.9.3. Stabilité et activité des protéases en présence des détergents solides........cccccvveeiiiiieiiiieeiiiiiieee e 49
LES ANTIBIOTIQUES .evettteterererererereeeeeeeesessemereeeeeeererereseteeseeeeeeesseseeeeeeseeserereteteeeeseeeeessermeeeeeeserererereeeeeeeeeeeessereesenren 49
4.1. Etude des propriétés antagonistes de la souche AH4 de Streptomyces Sp. .........ceeeeeeeeeevvvveveeens. 49
4.1.1. TECNIQUE AES STIHES CrOISEES ...eeuviereiieieeieertieeiees st et e st e et e e e e steesseees saaeete e seesseeaseeesseensees sreeanseenseesseesseesnees 50
4.2. Etude de la production de I'activité antifongique sur différents milieux de culture........................... 51
4.2.1. Précultures et cultures de production des antiDiOtIQUES ......ceevreciierierieeee e e 51
4.2.2. Mesure de I'activité antifongique, de la croissance et du PH .......cooviiiiiiiiiiii e e 53
4.3. Etude de 1a Stabilité des ANEIDIOLIGUES ..............occoveeeeeeeeeeeeseeeeeeseeteeseeeeeteeee et eeteteeeeeteteen et eessnaens 54
4.3.1. & o1 =X =Ta I (o] a Tt o] o Jo [V 1N ]« PP PTPPTPPPN 54
4.3.2. Stabilité en foNCtion de 1a tEMPErATUIE.......c.ee e e et et e s e eeeete s senreesseas 55
4.3.3. SEADIITLE A 13 TUMIEIE ..ttt ettt b e st b e bt s ebe et e besae et e sbeeseentenbe s ebesnes 55
4.4. PUrIfication deS QNTIDIOtIGUES.........ccc.veeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et e ettt e e e st e e e e tte e e st e e s tsaaesssaassssesseaeatesanans 55
4.4.1. EXEraction des antiDIOTIQUES .....ueevieeeeerie et ettt et e st e et e e aeeseaesaseeseesaseesneeenseeseesneesnneenes 56
4.4.1.1. Extraction a partir du filtrat d& CUITUIE .......vieiiiiiiieece e e 57
4.4.1.2. EXtraction @ Partir du MYCEIIUM ...c..ieceeeecie e ettt e st e et e e teesreesneeense e s nreesnneanes 57

4.4.2. =TS e M= Ta A o 1T =4 = o o1 SRR 57
4.4.2.1. Méthode de diffusion des diSqUES A& PAPIET .......iiiuiiieiiiieiieeeee et e e e s bae e e 57
4.4.2.2. Méthode de diffusion dES PUILS .......eecieeriierieeie e et s e e ee e e s e sneeete e s nreesnneenes 58

4.4.3. Semi-purification des antibiotiques par chromatographie d’exclusion diffusion —HPLC...........cccccercvrrvernnenn. 58
4.4.4. Purification par HPLC SUI COIONNE CL8 .......ioiiiiiiiiieiiiie ettt e ettt e et e eette e e stte e e saseb e e eabeesstaaesabesessbeees sssseaensnes 58
4.5. Caractérisation partielle des ANtIDIOLIQUES ............coeccuueeeeieeeiieeeeeeeeeeeeceeee e eee et tteeaaeeeesiareaaae e 59
45.1. Révélation microbiologique ou bioaULOZraphie .......cccviiiiiiiiiiic e e et 59
4.5.1.1. Préparation des plaques de gel de SIlICE .....cuiiiiiieecieiie e e e 59
4.5.1.2. Chromatographie sur plaques minces de gel de SiliCe .......ccvieviiiiiiieiiiiiir e e 60
4.5.1.3. 2 To T 101 oY ={ =T o] o1 PSSP SPRRSPPPPPRROE 60

4.5.2. V< o] 0 Ed Y 0 o [T S 61
4.5.3. Caractérisation par Spectrophotomeétrie UV-ViSiDIE...........ccccuiiiiiiiiiiiiin ettt e 61
4,54, Yo J=Tel g XYoo ] o Ll a1 - [ o 10T -{ T OO PPPPP 61
4.6. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) des antibiotiques de la souche AH4 62
4.6.1. Préparation 0@S SUSPENSIONS ...cccuuiiiiiieeirieiiieeestsieeesbeeesbeeestteeesbeeess seabeeesstaeasssseesbeeasstaeessessseesseeesnsaeeasses 62
4.6.2. Préparation des solutions meres des antiDiotiqUES........eceerierceerie e e e e e ae e e e seeeeeenee 62
4.6.3. Détermination des concentrations minimales inhibitrices ........c.cociviriininiiiit it e 63

X1



CHAPITRE III.  RESULTATS ET DISCUSSION 64

1.  PRODUCTION, PURIFICATION, ET CARACTERISATION DES PROTEASES ....vveeuveertveesseeeireesreesenseseseessseessesensessnsesssssesensessnnes 65
1.1. Recherche de I'activité proptéasique de 1a SOUCRE...............cccueeeecieeeeeecieeeceeeecieeeeeteeesees e e esieaeas 65
1.2. Culture de production des protéases en milieu liQUIAE................c.eeeeeueeeccrieeeeesiiieeeiieeecieeeesieeaeenns 66
1.3. Recherche d’un milieu de culture de production optimale des protéases............cccoeveeeeeeeecvvnvvevnnnn.. 68

1.3.1. Effet de différentes sources de carbone sur la production des protéases .........cccceeeereerierieeereeseesseeeseenne 68
1.3.2. Effet de la concentration de la caséine sur la production des Protéases .........cceeeeveereereercrneeesieeseesieesseeenne 69
1.3.3. Effet de différentes sources d’azote sur la production des Protéases......ccccuuievviiirieeeiieeieeenieeeereeesine e 71
1.3.4. Effet de la concentration d’extrait de levure sur la production des protéases par Streptomyces sp. AH4......72

1.3.5. Effet de la concentration en CaCly, KzHPO4, KH2PO4 et en oligoéléments sur la production des protéases par

[2SOUCHE AHA ... et b bbb bbb b e b s bt e bt e b e s b e s b s she et e bt e bt et e b sb e e bbbt 73
1.4. PUTIfICALION ABS PrOTEASES ......evveeeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e e ettt e et a e e e e st aaeeessstsssaaaeeaaseeasssenaaaeaas 75
1.4.1. = Tot oo We [T o] fe X =T [ T PO PP ORPUPRRt 75
1.4.2. Traitement thermique et précipitation fractionnée des protéines au sulfate d’ammonium .........cccccceevueenee. 75
1.4.3. Semi-purification des protéases par chromatographie sur colonne échangeuse de cations ..........ccccceeeuenee. 76
1.4.4. Purification des protéases Par HPLC ..........ciiiiiiiiiiiiiiiiesceette et e sttt stte e e tee e e e staeesbaeestaeessseeebee aeesnsaaaennnes 77
1.5. Estimation de la taille des deux protéases et vérification de leur pureté par électrophorese et
ZYMOGIAIMIMIC c..ccceeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeteeeteaeeeeeeeeseassssssssssaetsteteteseseaeesasssssssssssssaststeteseseseeeeseseesessssssssssssesseseseeeeeeees 79
1.6. CAracteriSAtioN AES PrOTEASES ........ccuueeeeeuereecieeeeseteeeeeteeesiteaesteseesssesteasssessssssesasassesessssaasaessseasnsnes 80
1.6.1. Effet des inhibiteurs et des agents réducteurs spécifiques sur I'activité des deux protéases ...........cc.ccvrveenne 80

1.6.2. Détermination des séquences NH,- terminales d’acides aminés des protéases purifiées SAPS-P1 et SAPS-P2

82

1.6.3. Détermination des poids moléculaires des protéases SAPS-P1 et SAPS-P2 de Streptomyces sp. AH4............ 84
1.6.4. Détermination de la spécificité des deux protéases vis-a-vis des substrats protéiques..........cccceevveeeriieeennnene 85
1.6.5. Détermination des parameétres de la cinétique eNZYMatiQUE. ......cccveiriieiiiiiieciiees et eare e e 86
1.7. Etude de I'activité et de la stabilité des protéases a différents facteurs physico-chimiques............... 88
1.7.1. Effet du pH sur I'activité des enzymes protéolytiQUES..........ciuiiiiiiiiiiiie i ettt e 88
1.7.2. Effet du pH sur la stabilité des enzymes ProteolytiqUES........cceviiecieerieriere et e 89
1.7.3. Effet des ions métalliques sur 'activité des SAPS-P1 €t SAPS-P2 ........cccoiieiiiiiiiieiiieieeeciee et ssvreeesaee s 90
1.7.4. Effet de la température sur I'activité des protéases SAPS-P1 et SAPS-P2 .......cccccveiiiiiiiiiieeie et 91
1.7.5. Thermostabilité des dEUX PrOtEaSES. ......icciiiieeieriere et e et e see e e et eseesee st e esseesseesseeeseesseesseesnsneeeseenseennen 92
1.8. Etude des deux protéases en vue d’une application dans le domaine de la détergence..................... 94
1.8.1. Etude de I'effet de certains additifs de détergent sur I'activité et la stabilité des protéases..........ccooeurune.. 95
1.8.2. Activité et Stabilité des protéases en présence des détergents commerciaux liquides et solides................... 97
2. PRODUCTION, PURIFICATION, ET CARACTERISATION DES ANTIBIOTIQUES ...vvveereeeseurrreeeeesssnreeerrneeessssssnssneeesssssssseessseees 100

2.1. Mise en évidence de I'activité antimicrobienne de la souche Streptomyces sp. AH4 sur milieu solide

100

2.2. Etude de la production de Iactivité antifongique en milieux de culture agités..................coucue..... 103
2.2.1. Cinétiques de production en milieux de Culture COMPIEXES.......cccviiiiiiiiiiieeiiie ettt e 103
IMIIIEU BENNELL ...ttt ettt b et bt bt e at e b e s b e e ae e bt s bt e ae et e e e e sbeeae e b e ebeeabenbesbeene e eneenseeseeunebenbeans 105
Milieu ISP2 (International StreptomMyCes PrOJECT) ....cccvecuierierieeieeseeseseesteete et e seeeteeste e esreesneeeseesseessaesnseensne enne 105
Milieu GAY (Glycerol-Arginine-YEast @XIIACE).......cciviiieriiiiieeiieee e ereecteeeteestresteesteesae aesaseeseesseesseessseeseensesaesssennns 106



IMIIEU 333 bbb bbb bbb 106

Milieu TSB (TryPtiC SOY BIrOTN) ..ccveciieiieeiieeieeciee sttt ettt stee s teeveeste e sts e e eabeebe e beestbeeabeebeesas aeesseesseesseesssesaseeseessens 107
2.2.2. Cinétiques de production avec différentes sources de Carbone.........cccveeeeecerreerieeee e 110
Milieu MSS additionNé de FrUCLOSE ......ccuiriiiiiiiiiiicie e e st b e sre e 111
Milieu MSS additioNNE A& BIUCOSE ....ccouiiiiiiiiciiiecee e ettt et e e sbee e s tee e s be e e s beeasstae eeessbaeesbaeassaeannnns 111
Milieu MSS additioNNE dE SACCNATOSE. ... .eiuiiiiitiiieteeie et sttt ettt e sa et b e s bt et e sbesbe et e b e e sbesbeeanensesbeens 113
Milieu MSS additionNé de MaltOSE .......cceriiiiiiiiiiiiii e e et b e sre e 113
Milieu MSS additionNé de MANNO0SE ........coeiiiiiiiiiiiiint ettt ettt st sbesbe s e b e sreene 113
Milieu MSS additioNNE e IYCAIOL........ooieeeieeeeeeeees et e et e e et e s e s reeebe e e saeesneeenteeseesneesneas 114
Milieu MSS additionné d’amidOon .......cccecviiiiiiiiiiiii e et 114
Milieu MSS additionNé de GalaCtoSe........coviiiriiiiiiiiiiit ettt et sb e b 115
2.2.3. Effet de la concentration du fructose sur la production des antifongiques ........ccceceevverceerceecveereesee e 119
MiIlIEU IMSS-TIUCEOSE @ 10 /L wueiivvieitieieeitie ettt e ettt te et e vt e s e e et e e be e st s aeeeabeeabe e beessaeeaseensae st sbeessseeaseeseesssesaseenseensnns 119
MiIlIEU IMSS-TIUCEOSE @ 20 /L uveiuveeireeieeciie ettt e ettt e e et e s te e s ae et e e be e st s beeeabeeabeesbeessaesaseensee st sseessseenseeseesssesaseenseensnns 120
MilIEU IMSS-TIUCLOSE @ 25 B/L wveuveieeeeeieetiettete sttt e et et et e s e s e et este et ebe eatestessaestesseeseassessessaesaseessensesseassassestassnensen ans 120
MiIlIEU IMSS-TIUCEOSE @ 30 /L .eviiuveeirieieeciie et ectee sttt e et e st e s e e et e e be e st s beeeabeeabe e beestaesaseensae st seessseenseeseesssesaseenseensnns 121
2.2.4. Cinétiques de production avec d’autres sources de CarbONE ..........ceovveiiiiiieriiieee et e 125
Milieu MSS additionné d’acide araChidONIQUE.........cceeeiieiieeierie s et et te et e e e e e teesnees s enneenes 125
Milieu MSS additionné d’acide lINOIEIGUE .......ccuviiiiiiieiiie ettt e et e e s sba e e s tb e e sbbeeeas sbaeessaeeenns 126
Milieu MSS additionné d’acide PalMItIQUE .......cc.eiiiiiiiiiiiccieee et e s eba e e e ab e e e stbeeeate raeeenaaeeenns 126
Milieu MSS additionné d’huile de MATS........ccuiiiiiiiiieere e et sttt sbe s b sae s e seesreens 126
Milieu MSS additionné d’huile d’olIVe..........ccoviiiiiiiiiiii e 127
Comparaison entre les deux sources de carbone, le fructose et I’huile d’0live ........ccccoeeviiieiiiiecciiiee e, 131
2.2.5. Cinétique de production avec différentes SoUrces d’'azote .......cccceveereeerierieee e e 132
Milieu MSS-Fructose additionné de Proline ...........cceviiiiiiiiiiie it et b 132
Milieu MSS-Fructose additionné de [@UCINE ..........ceviiiiiiiiiiiiii e et e 133
Milieu MSS-Fructose additionNé d& CASEINE ..........cvuiriirieiiinirie ettt ettt sbe e bbbt e s e e ne e 133
Milieu MSS-Fructose additionNNé de PEPTONE.......uii ittt ettt e et e e et e eiveeesabeeesabeeesabeeesabaaensesssneenns 133
Milieu MSS-Fructose additionné d’extrait de Malt..........ccoveriiniiriiiiiiii i e e 135
Milieu MSS-Fructose additionné a 'extrait de I@VUIE ..o e 135
Milieu MSS-Fructose additionné de nitrate d’ammonium NHaNO3 .......cccociviriiiiininiiiiiiceereee e 136
Milieu MSS-Fructose additionNé de TryPLONE .......ciiiuiiiiiiie ettt ettt e e et e e e sabe e e ssbeeesabeeesabaaens sansnaeans 136

2.2.6. Effet de la concentration de la tryptone sur la production des antifongiques par la souche Streptomyces sp.

AH4 140
Milieu MSS-fructose additionNé de tryPtONE @ 2 B/L c.uveveecueeeieeieeciee e ettt et et sae e s areebeesaeesaaesareeseesaeas 141
Milieu MSS-fructose additionNé de trYPLONE @ 4 B/L .oueeiiiieeeeee ettt ettt e teeae s ereeaesteeseessesseenaastenes 141
Milieu MSS-fructose additionNé de tryPtONE @ 6 8/L c..ecveecueeeieeieeeiee et ettt et et e e saaeeteesaeesaresareebeesaeas 141
Milieu MSS-fructose additionné de tryptonN@ A 10 /L ..cueeceieieeieeciee ettt ete et sae b e eteesaeesreebeenseesanas 142

2.2.7. Effet des oligo éléments et des sels minéraux sur la production des antifongiques de la souche Streptomyces

sp. AH4 146
Milieu MSS fructose-tryptone additionné de CuSO4 SHaO...c..uiiiiiiiiiiiiiciee ettt e e esrae e s saea e 146
Milieu MSS fructose-tryptone additionné de CoSO4 7H20 ....ccuiiiiieiieiiecieee et eae e sreesnaeenes 147
Milieu MSS fructose-tryptone additionné de FESO4 7TH20 ..cc.uuiiiiiiiiiiiicciee ettt ettt e e eerae e s saaea e 147
Milieu MSS fructose-tryptone additionNnNé de MOO3......ccuiiiiiiiieiiiieeiiie ettt e e e stae e e s beeesbaeessreeesanes 147



Milieu MSS fructose-tryptone additionné de MNSO4 HaO ..ccuviiiiiiiiiiiieciee ettt e e erae e e saaee e 148

Milieu MSS fructose-tryptone additionNé de ZNCla.......cccuviiiiiiiiiiiiiecies et e srae e e b e e e teeessbeeeeasas 148

Milieu MSS fructose-tryptone additionné en 0lig0 EIEMENTS ........cccveeieerieecieriee e e e 149

Milieu MSS fructose-tryptone additionné de MgSO4 7H20.......coiiiiiiiiiiiciee ettt ettt e e saae e s saaea e e 151

Milieu MSS fructose-tryptone additionné de KogHPO g ...ccuuiiiiiiiiiiiieciiie ettt ettt e et st e e vee e sbee s s taeesaans 151

Milieu MSS fructose-tryptone additionNé de NazHPO 4. ...ccueeueeiuierieeiieie et se et et e s ee e te e s e 152

Milieu MSS fructose-tryptone additionné en SeIS MINEIAUX ........ccueiiiiieeiiiiiiiiees e eiieeesree et e esreeesbee eeesbeeeseeeesans 152

2.2.8. Influence des parametres physicochimiques de culture sur la production de I’activité antifongique .......... 159

1- Effet de la température d’ iNCUDATION ......ccui e ettt e s e e ee e ereeneeas 159

2- [ A=Y o [V 1 OO PP RRUUPRRPUPRNt 162

3- Effet de 1a Vitesse d'agitation .....c.cciciiiiiiii e e bbb e e e e abeeeebbeeebaaaeane 165

2.3. Etude de la stabilité de I'activité aNtifONGIQUE ...........ccc.eueeeeeeeeeeiieceeee et eeeeceeeeeeea e e e e ssseeeas 169

2.3.1. EFFOE U PH oeieiiiiie e ettt e ettt e e e et e e s bb e e e bbee e tbeeebtee eeeabbeeesbeeeabbee e btaeeaabebeeeanbeeeanteeeanne 169

2.3.2. o Tl e LI TR =T oY oY U< 170

2.3.3. EFfet de 1a JUMIBIE ..ooueiiiiciee bbbt be e beeres 171

2.4. EXEraction des QNtiDIOtIGUES ............cccuveeeeeeeseeeeeeeeeee e et e ee e e stta e e e e ettt e e st e e s tseasesssaaessnseseasseens 172

2.4.1. EXErQITS OFANIGUES .. eiiiiiei ittt ettt e e e sttt e e e s e e e e saatbaaeeeesasabeeeeeesaaes sasabeaeaeesasabtaaaessnssraees aaeenas 172

2.4.2. EXEFQITS @OUBUX 1evvieiiiiiiiiiie ettt e ettt e e e sttt e e e s sabes sbtbeeeeessasbaaeeeeesababaaees seeessassstaeeessansbenaeeesanss sanssenaasenns 173

2.4.3. Extrait méthanolique dU MYCEIIUM ........ooiiieieceeccee st et et e s e e te e teesnees e eneeenneeneeas 174

2.5. Détection des polyénes dans I'extrait brut G 'REXANE...............occevevouveveeesiieesiiesieeieesieesie e e 174

2.6. Purification des antibiotiques ANEIfONGIGUES ............ccceccueeeieeeeeeieeeicieee e eeectea e e et s e e e e essasaeeas 175

2.6.1. Semi purification des antibiotiques par chromatographie d’exclusion diffusion ...........cccceeeveveevcercieennnnne 175

2.6.2. Activité antimicrobienne des Produits SEMI PUIS ......c.ueecviereerieeieeie e eseeseeeeeeseeeseeeseeeee seeseesseesnseenseesseeas 177

2.7. Purification de la fraction F5 par HPLC SUr colonne C18 ............eeeeueeeeeiereeciiieaesieeeesteseesveaesisnea s 177

2.8. Caractérisation des antibiotiques ANtifONGIQUES.............eueeeeeccveeeeeeeieeeeeccteeeeeeescctee e e e e eseeessireaaaa e 180

2.8.1. LV oY Tl Y 0 o[ =3 180

2.8.2. Caractérisation par SPectroSCOPIE UV-VISIDI ........ccvrirrririeirieteesseeieisieets e e st et eesseseneenas 182

2.8.3. Caractérisation par spectroSCoOPie INfrarOUZE .......cccvuiiiiiiieiiiieeie et et e e e sbe e e sataeesaree s 182

2.9. Détermination des concentrations minimales inhibitrices des antibiotiques F5-1 et F5-2................ 184
DISCUSSION ET CONCLUSION GENERALES . 187
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 193
ANNEXES. 220
ANNEXE 1. COMPOSITION DES MILIEUX DE CULTURE ..eettieieeeieieseseseiesessisieeeeeeesesesssssssssssssssnssnnnssesesessnssssssssnsnensnnnnnns 221
ANNEXE 2. SPECTRE D’ABSORPTION DANS L’ UV-VISIBLE DES MACROLIDES POLYENIQUES. ... .vveeerevreeerereeeeseereeseesnseessnneeeans 223
ANNEXE 3. LES MALADIES CAUSEES PAR LES CHAMPIGNONS......vteeuteeuteteteesuteesireeesteesseesseeenseesaseesasess sbeessseesseesnseenane 224
ANNEXE 4. PROFIL DE RESISTANCE ....vteuettettesuteeeteessete suteesuteesseesabeesaseesbeeese e e sabeeseesabeeeabeeabeeeseesesmbesneesabeennneennns 226
ANNEXES5.  REVELATEURS CHIMIQUES UTILISES POUR LES ANTIBIOTIQUES (MERCK, 1975) .ecvveueeeeeereneeneeereneereeeeeeseevenns 228
PUBLICATIONS ET COMMUNICATIONS.. eerereeeesssesienerrreaaas st rarnanasaans 229

X1V



LISTE DES ABREVIATIONS

ug : Micogramme

2-ME : 2-mer-captoéthanol

AM: Acétate d’éthyle-méthanol

Ac: Aspergillus carbonarius

Af: Aspergillus flavus

Alt : Alternaria

AmB : Amphotéricine B

An: Aspergillus niger

Ap: Aspergillus penicilloides

At: Agrobacterium tumefaciens

ATEE : N-acetyl-L-tyrosine éthyle
ester monohydrate

Aw : Aspergillus westerdijkiae

B.AE: n-butanol-acide acétique-
eau

BAEE : N- benzol-L-arginine éthyle
ester

BCEE : S-benzyl-L-cystéine éthyle
ester hydrochloride

Bef : Botrytis cinerea (feve)

Bev: Botrytis cinerea (vigne)

Bs: Bacillus subtilis

BTEE : N- benzol-L-tyrosine éthyle
ester

Ca200 : Candida albicans TPA200

CaM1: Candida albicansM 1

CaM2: Candida albicans M2

CaM3: Candida albicans M3

CCM: Chromatographie sur
couche mince

CFU: Colony forming unit

CHAPS : 3-3-cholamidopropyl
diméthylammonio]-1-
propane sulfonate

cm : Centimetre

CMI : Concentration minimale
inhibitrice

CTAB : Héxadécyl
triméthylammonium
bromide

DFP : Diiodopropyl
fluorophosphates

DTNB : 5,5-dithio-bis-(2-nitro
benzoique acide

E10: Enterobacter cloacae

E13: Enterobacter cloacae

El6: Acinetobacter baumannii

E32: Salmonella enterica

E40 : Klebsiella pneumoniae

ES2: Escherichia coli

Ec: Escherichia coli

EDTA : Ethyleéne-
diaminetetraacetique acide

Ef: Enterococcus faecalis

EGTA : Ethylene glycol-bis (B-
aminoéthyl éther)- N, N, N’,
N’-tétraacétic acide

EPNP : 1,2-époxy-3-(p-
nitrophénoloxy) propane

F: Fraction

Fc: Fusarium culmorum

Fg: Fusarium graminearum

Fm : Fusarium moliniforme

Foa : Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis

Fol : Fusarium . oxysporum f.sp.
lini

Fp: Fusarium proliferatum

Fs: Fusarium sporotrichioides

GAY: Glycerol-Arginine-Yeast
extract

h: Heure

XV



ISP :

International Streptomyces
Project

SAPS-P1:  Streptomyces alcaline
protéase a sérine-protéasel

SAPS-P2:  Streptomyces alcaline
protéase a sérine-protéase2

SBTI : Soy bean trypsine inhibitor

Sc: Saccharomyces cervisiae

SDS : Dodécyl sulfate de sodium

Se: Salmonella enterica

STPP : Sodium tripolyphosphate

T: Témoin

T : température

TAED : Tétra acétyle éthylene
diamine

TCA : Acide trichloro-acétique

TLCK : Na-p-tosyl L-lysine
chlorométhyl kétone

TPCK : Na-p-tosyl L-phénylalanine
chlorométhyl kétone

Tr: Temps de retention

TSB : Tryptic Soy Broth

TTAB : Tetradécyl
triméthylammonium
bromides

U: unité

Ur: Umbelopsis ramannianus

UVv: Ultraviolet-Visible

V: Volume

v/v: Volume/volume

kDa : Kilo dalton

Kp: Klebsiella pneumoniae

L: Litre

LAS: linéare alkylbenzene
sulfonate

LD-DTT: LD-dithiothreitol

Lm: Listeria monocytogenes

m: Metre

M: Molarité

MA : Mycélium aérien

MCB: Milieu Complexe B

min : Minute

mL : Millilitre

mm Millimetre

Mpa : Millipascale

MS: Mycélium du substrat

MSS : Milieu Semi-Synthétique

N: Normalité

NA: Non actif

NEM : N-éthylmalémide

nm : Nanometre

p/v: Poids/volume

Pa: Pseudomonas aeruginosa

Pe : Penicillium expansum

Pg: Penicillium glabrum

pH: Potentiel hydrogene

PMSF : Phényl méthane sulfonyl
fluoride

q.s.p: Quantité suffisante pour

Rf: Rapport frontal

rpm : Rotation par minute

S: Streptomyces

Sa: Staphylococcus aureus

XVi



LISTE DES TABLEAUX

TABLEAU 1 : EXEMPLES DE MOLECULES BIOACTIVES PRODUITES PAR LE GENRE STREPTOMYCES. ........ccveevveevenreecreannens 9
TABLEAU 2 : EXEMPLES D’ENZYMES PRODUITES PAR LES STREPTOMYCES.......cceeiititeeirrieeeiereeessereeeesssseeesssseeesssseesanns 10
TABLEAU 3 : MAXIMA D’ ABSORPTION EN UV-VISIBLE DES POLYENES (MARTIN, 1979)......cccciiiiieiieiecriecreecreeeenen. 27
TABLEAU 4 : QUELQUES EXEMPLES D’ ANTIFONGIQUES SECRETES PAR LES SOUCHES DU GENRE STREPTOMYCES. ........ 30
TABLEAU 5 : EFFET DE DIFFERENTES SOURCES DE CARBONE SUR LA CROISSANCE BACTERIENNE ET SUR LA
PRODUCTION DES PROTEASES DE LA SOUCHE AHZ. .......c.oooiiiiiiiieiiieiecteesteee ettt sve e v e vae e sae s 69
TABLEAU 6 : EFFET DE LA CONCENTRATION DE LA CASEINE SUR LA CROISSANCE BACTERIENNE ET SUR LA
PRODUCTION DES PROTEASES PAR LA SOUCHE AH4 DE STREPTOMYCES SP. .....ccvveeueeeeeriesreeireeseesessesssesseenseannas 70

TABLEAU 7 : EFFET DE DIFFERENTES SOURCES D’ AZOTE SUR LA PRODUCTION DES PROTEASES DE LA SOUCHE AH4...71
TABLEAU 8 : EFFET DE LA CONCENTRATION D’EXTRAIT DE LEVURE SUR LA CROISSANCE BACTERIENNE ET SUR LA
PRODUCTION DES PROTEASES PAR LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. AHA . ......ooooeieiieeeeeeeeee e 73

TABLEAU 9 : BILAN DE PURIFICATION DES PROTEASES APRES TRAITEMENT THERMIQUE ET PRECIPITATION

FRACTIONNEE AU SULFATE D’ AMMONIUM. ......ovtiiietteeeeeteeeeeeeeeeeeaeeeseeaeeeesesstesesseessaesesesasseesesseessasseesssssseesenanes 76
TABLEAU 10 : BILAN DE PURIFICATION DES PROTEASES 1 ET 2 PAR CHROMATOGRAPHIE HPLC SUR GEL DE
FILTRATION. .. uuuttvieieeeeeeiiteeeeeeeeeesetteeeeeeeeestasaeseeeseeesataaseseseeaaastaaseseeeeaaassaaseeeeesaaasssaseeseessensasseeeeessensssssesseessnnnaes 79

TABLEAU 11 : EFFET DE DIFFERENTS INHIBITEURS ET DES AGENTS REDUCTEURS SUR LA STABILITE DES DEUX
PROTEASES PURES A PARTIR DE LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. AH4 (EN RESPECTANT UN RAPPORT MOLAIRE
INHIBITEUR/PROTEASE = 100). ...uviitiiitiiitiiitieciiete ettt ettt et et eteeeteeeteeeaeeaeeaaeeateeseeeseenseeaseesseessessseeseeseenseennas 81

TABLEAU 12 : LES SEQUENCES NH,-TERMINALES DES PROTEASES PURES SAPS-P1 ET SAPS-P2 DE STREPTOMYCES SP.

AH4 ET LEURS COMPARAISONS AVEC LES SEQUENCES N-TERMINALES DES PROTEASES DE STREPTOMYCES SPP. 83

TABLEAU 13 : SPECIFICITE DES PROTEASES PURES SAPS-P1 ET SAPS-P2 VIS-A-VIS DES SUBSTRATS. .......ccovevveennnen. 85
TABLEAU 14 : DETERMINATION DES PARAMETRES CINETIQUES DES PROTEASES PURIFIEES : SAPS-P1, SAPS-P2,
SAPB-L331/T33S/N99Y, SUBTILISINE CARLSBERG, SG-XIV ET KERAB POUR L’HYDROLYSE DES PEPTIDES
L6 ¥ 3 124 4 (0]6) 23T TR 87
TABLEAU 15 : EFFET DE DIFFERENTS IONS METALLIQUES SUR LA STABILITE DES PROTEASES PURES .......cccooveeveenne.. 90
TABLEAU 16 : EFFET DE DIVERS ADDITIFS SUR LA STABILITE ENZYMATIQUE DES PROTEASES SAPS-P1 ET SAPS-P2
PURES. ..ttttteteteitittteeeeeeeeiatteeeeeesae ittt eeeeesesanaseaeeeeesassasseaaeeessasnnsseaeeeesasannsssaeaeesasansbaaeaeesasnnssbaeaeesesanssnaeaeesesannnes 95
TABLEAU 17 : ACTIVITES DES FRACTIONS SEMI PURES OBTENUES APRES HPLC D’EXCLUSION DIFFUSION. ................. 176
TABLEAU 18: ACTIVITE ANTIMICROBIENNE DES ANTIBIOTIQUES PURS F5-1 ETF5-2.....ocoiiiiiiiiiiciiceeeee e, 180
TABLEAU 19 : CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRICES (CMI) DES DEUX ANTIFONGIQUES F5-1 ET F5-2............ 184
TABLEAU 20 : LISTE DES CHAMPIGNONS CIBLES ET MALADIES. .....cccuttteeititeestteeessereeeessseeessssesesssseeesssssessssssseessseees 224
TABLEAU 21 : LISTE DES BACTERIES CIBLES ET MALADIES. .......cccvteteittesteeteeseeseessesseesseesseessesssesssesssessesssesssesssesssens 225
TABLEAU 22 : PROFIL DE RESISTANCE DES SOUCHES-TESTS AUX ANTIBIOTIQUES UTILISES EN THERAPIE (TOUATI,
2000).... e e eteereeteete et et e et e st e et e et et et e tt e bttt e et b e et aeht e bt e bt anbearbearteettebe e beerbeesbeesbeetae bt e reenbeenseenaeereenreenteenes 226
TABLEAU 23 : ORIGINE DES SOUCHES MULTIRESISTANTES (TOUATI, 2000).........ccoiiieiuieeirieereeeereeeereeeeveeeereeeeveeeeveeens 227

Xvil



LISTE DES FIGURES

FIGURE 1 : ARBRE PHYLOGENIQUE BASE SUR L’ ANALYSE DES SEQUENCES DU GENE CODANT POUR L’ ARNR 16S ET
MONTRANT LA RELATION ENTRE LA SOUCHE AH4 DE STREPTOMYCES SP. ET LES SOUCHES-TYPES DU GENRE
STREPTOMYCES (FODIL ET AL., 20T 1) woeiiiiie ettt ettt e ettt e e et e e e esta e e ssaaeaesntseeeessseeesnnsseeennsseeennnnes 12

FIGURE 2 : REPRESENTATION DU MARCHE MONDIAL DES ENZYMES (RAO ET AL., 1998). .....cccviviiiiiiicieeieeeecveeeveenne. 14

FIGURE 3 : SCHEMA REPRESENTANT LE MODE D’ ACTION DES PEPTIDASES SELON BARRETT (1998) EN ENDOPEPTIDASES

ET EXOPEPTIDASES. ....oeeviiiitteeiteeeiteeeiteeeeteeeiseseeseeeiseseeseeesesaeseeeasessasseasesaessessessssesssesessesasesaseeesseeassesssessseeanns 15
FIGURE 4 : STRUCTURE CHIMIQUE DE L’ AMPHOTERICINE B. ... .ooiiiiiiiiiiiiiiii ettt senaeee e 27
FIGURE 5 : STRUCTURE DE LA GRISEOFULVINE (BARRETT, 2002). ....c.utiiiuiieitiiiitieeeieeeeiee et eevee et eeteeeaeeeeveeeveeeeveeeeneas 28

FIGURE 6 : PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE LA PRODUCTION, EXTRACTION, PURIFICATION ET CARACTERISATION DES
PROTEASES. ..o etteuteeuteetteeteeeteeeteeeteeteeeteeeteeeteeeseeseeaseeaseeseeesseebeeaseesseesseesseessenseesseeaseeaseeaseeseeseeareenseesseessenseeseennas 42
FIGURE 7 : PROTOCOLE EXPERIMENTAL DES CINETIQUES DE PRODUCTION DE LA SOUCHE AH4 SUR DIFFERENTS
MILIEUX DE CULTURE. .....uuttttitteiiiiiiittteeeeessittteteessassaseetteessasansssaeeeesesaansssteesessssansssseesesssssnsssseesesessssssssseeeessnnnnes 53
FIGURE 8 : PROTOCOLE GENERAL DE PRODUCTION, D’EXTRACTION, PURIFICATION ET DE CARACTERISATION DES
PN N 123 (01 (0] 6) 2K SRR RTRN 56
FIGURE 9 : MISE EN EVIDENCE DE L’ ACTIVITE PROTEOLYTIQUE PRODUITE PAR LA SOUCHE BACTERIENNE AH4 SUR
GELOSE NUTRITIVE AU LAIT (TEST SEMI QUALITATIE)......ccueeiuteuieeteeteesteeseesseesesssesssesseesseessesssesssessesssesssesssenssens 65
FIGURE 10 : CINETIQUE DE CROISSANCE ET DE PRODUCTION DE L’ ACTIVITE PROTEASIQUE EN MILIEU DE CULTURE
LIQUIDE. ....uuuuvutuuusususssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesens 67

FIGURE 11 : PROFIL DE PURIFICATION DES PROTEASES 1 ET PROTEASE 2 PAR CHROMATHOGRAPHIE HPLC GEL DE

FILTRATION. ...uuuuuuuuuusuusussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 77
FIGURE 12 : PROFIL D’ELUTION EN HPLC DE LA PREMIERE INJECTION DE LA PROTEASE 1. ...oooiiiiiiiiiiieeeeceeeeeeee e 78
FIGURE 13 : PROFIL D’ELUTION EN HPLC DE LA PREMIERE INJECTION DE LA PROTEASE 2. ...ooveiiiiiiiiiiieieeeeeeee e 78

FIGURE 14 : ESTIMATION DE LA TAILLE DES DEUX PROTEASES SUR SDS-PAGE (PHOTO DU GEL A GAUCHE) ET PROFIL
DU ZYMOGRAMME (PHOTO DU GEL A DROITE) DES DEUX PROTEASES PURES........cccccverieieereereeieenieesreesseeseennas 80
FIGURE 15 : LES SPECTRES DES MASSES MOLECULAIRE DES DEUX PROTEASES SAPS-P1 (A) ET SAPS-P2 (B) DELA

SOUCHE AH4 DE STREPTOMYCES SP. PAR MALDI-TOF/MS. ....coiiiiiiiiiiiiteete ettt 84
FIGURE 16 : EFFET DU PH SUR L'ACTIVITE DES ENZYMES SAPS-P1 ET SAPS-P2. ...c.coiiiiieieeee e 88
FIGURE 17 : EFFET DU PH SUR LA STABILITE DES PROTEASES SAPS-P1 ET SAPS-P2......ccccviiiiiiiiieeeieieieiee e 89
FIGURE 18 : EFFET DE LA TEMPERATURE SUR L'ACTIVITE DE SAPS-P1 ET SAPS-P2....cccooiiiiiiiiiiieeeee e 92
FIGURE 19 : ETUDE DE LA THERMOSTABILITE DE L'ENZYME SAPS-P1. .....c.vviviieieieieeieeeeeeeee oo 93
FIGURE 20 : ETUDE DE LA THERMOSTABILITE DE L'ENZYME SAPS-P2. .......coiviiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeees s es s 94

FIGURE 21 : STABILITE DES PROTEASES SAPS-P1 ET SAPS-P2 EN PRESENCE DES DETERGENTS LIQUIDES A 7 MG/ML
APRES UNE PRE-INCUBATION DE 2ZH A 40 OC....oouiiiiiiiieeeteeeee ettt ettt et ettt et ve et etaeevaeevaeeaeeneennas 98
FIGURE 22 : STABILITE DES PROTEASES SAPS-P1 ET SAPS-P2 EN PRESENCE DES DETERGENTS SOLIDES A 7 MG/ML
APRES UNE PRE-INCUBATION DE 2ZH A 40 OC....ooviiiiiioieeeteeeee ettt ettt ettt ve vt etaeevaeeaeeaeennas 98
FIGURE 23 : PHOTO ILLUSTRANT LA RECHERCHE DE L'ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE DE STREPTOMYCES SP.
AH4 PAR LA TECHNIQUE DES STRIES CROISEES. .......cccviitiitientietierieteestesseesseesseessessesssesssessessseessesssesssesssesseens 101
FIGURE 24 : SPECTRE D'ACTIVITE ANTI-LEVURIENNE DE LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. AH4 PAR LA METHODE DES

STRIES CROISEES. .. .uvvtiiiiutieeiiteeeeeaeeeeeeeteeeeeteeeeesaseessesseessaststesssaseessaaseeesastseesanassessnsaeeesasestesaassessnsaeessnnereesannees 101

Xviii



FIGURE 25 : SPECTRE D'ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. AH4 PAR LA METHODE DES STRIES
CROISEES. ....uviiuteitteetteettesteeteesseestesseesteasseesseasseaseesseesseesseesseassaassasssesseesseassesssesssesseasseessenssenssessessensseessesseesseanns 101

FIGURE 26 : SPECTRE D'ACTIVITE ANTI-BACTERIENNE DE LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. AH4 PAR LA METHODE DES
STRIES CROISEES ......oectiiitieitieiteeteetesteaseesseesseesseesseessasssasssesssessesssesssesssesssssssessesssesssesssesssesssessesssesssesssessesseenns 102

FIGURE 27 : CINETIQUES DE CROISSANCE, DE PH ET DE PRODUCTION DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DE LA SOUCHE
AH4 CULTIVEE DANS DIFFERENTS MILIEUX DE CULTURE COMPLEXES. .......ccocovtiitieiteereeteeneeereeereenseenseeeeeneens 104

FIGURE 28 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEUX DE CULTUR COMPLEXES CONTRE AC, PG, UR,

FIGURE 29 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU BENNETT CONTRE AC ET UR.......ccccevvervrnnnen. 109

FIGURE 30 : CINETIQUE DE CROISSANCE, DE PH ET DE PRODUCTION DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DE LA SOUCHE
AH4 DANS LE MILIEU DE BASE MSS ADDITIONNE DE SOURCES DE CARBONE. ........ccccovievieienrienieeneeneeneesseenns 113

FIGURE 31 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE EN SOURCES DE CARBONE
CONTRE AC, PG, CAMI, ET UR. ...ouutiiiiiiiieieiiiieee ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e e taraeeeeeeeeeanssaaeaeeeeenanrraaeaeeens 116

FIGURE 32 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE EN FRUCTOSE CONTRE PG ET

FIGURE 33 : CINETIQUE DE PRODUCTION ET DE PH DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DE LA SOUCHE AH4 CULTIVEE
DANS LE MILIEU MSS ADDITIONNE DE DIFFERENTES CONCENTRATIONS DE FRUCTOSE. .....c.cecvvervienieeieeneeseeenne 122
FIGURE 34 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE EN FRUCTOSE A DIFFERENTES
CONCENTRATIONS CONTRE AC, PG, UR, ET CAMI. ..cctiiiiiiiiiiiiiecitesieesteesie ettt sreesive e aeesibeesaaeesseenaneens 123
FIGURE 35 : CINETIQUE DE PRODUCTION, DE CROISSANCE ET DU PH DE LA SOUCHE AH4 CULTIVEE DANS LE MILIEU
MSS ADDITIONNE D’ ACIDES GRAS ET DES HUILES VEGETALES........ccteiuiiitieieetteeteeereereeseeeeeseeeseenseenseeeesneens 128
FIGURE 36 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE D’ ACIDES GRAS ET DES
HUILES VEGETALES CONTRE AC, PG, UR, ETCAMI. ....oooiiiiiiioiie ettt ete et eaae e 129

FIGURE 37 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE D’HUILE D’OLIVE CONTRE UR

FIGURE 38 : COMPARAISON ENTRE LE FRUCTOSE A 30 G/L ET L'HUILE D'OLIVE LE JOUR OPTIMAL DE PRODUCTION... 132

FIGURE 39 : CINETIQUE DE PRODUCTION, DE CROISSANCE ET DE PH DE LA SOUCHE AH4 CULTIVEE DANS LE MILIEU
MSS ADDITIONNE EN SOURCES D’ AZOTE. .....cvieutiiueeeteeeteeiseeseeseeeseeeseeeseesseessesssesseseseseseesesssessssssessseesseesesseenns 135

FIGURE 40 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE EN SOURCES D’ AZOTE
CONTRE AC, PG, UR, ET CAMIL. ....uuttiiiiiiiieeeeee ettt e ettt e e e e e e taa e e e e e e e e eeaaraeeeeeeeeennsraaeaaeens 138

FIGURE 41 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE DE TRYPTONE CONTRE AC ET

FIGURE 42 : CINETIQUE DE PRODUCTION, DE CROISSANCE ET DE PH DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DE LA SOUCHE
AH4 CULTIVEE DANS LE MILIEU MSS ADDITIONNE EN TRYPTONE A DIFFERENTES CONCENTRATIONS. ............ 143
FIGURE 43 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU MSS ADDITIONNE EN TRYPTONE A DIFFERENTES
CONCENTRATION CONTRE AC, PG, UR, ET CAMIL... ..ottt e e naraa e e 144
FIGURE 44 : CINETIQUE DE PRODUCTION ET DE PH DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DE LA SOUCHE AH4 CULTIVEE
DANS UN MILIEU DE CULTURE ADDITIONNE EN OLIGO ELEMENTS. .....vecovieitietieeteeereeeteereereeseeseeeseenseenseesesseenns 151
FIGURE 45 : CINETIQUE DE PRODUCTION ET DE PH DES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DE LA SOUCHE AH4 CULTIVEE
DANS UN MILIEU DE CULTURE ADDITIONNE EN SELS MINERAUX. .....ccuceruteitieererreenteesseeseesesssesseesseessesssessesseens 153
FIGURE 46 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE ADDITIONNE EN OLIGO ELEMENTS
CONTRE AC, PG, UR, ET CAMI. ..ttt ettt ettt ettt ste st eseae e s teessaeessbeessseensseensseessesnssesnssesnsnenns 155
XiX



FIGURE 47 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE ADDITIONNE EN OLIGO ELEMENTS
CONTRE AC ET UR. 1. uttiitieitieeiieetteetee st e eettesbeesiteessbeessbeesssaesssaessseessseesssaesseessseensseenssessseenssesssesnssesnsseensnenns 155
FIGURE 48 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE ADDITIONNE EN SELS MINERAUX
CONTRE AC, PG, UR, ET CAM 1. ..ttt ettt ettt ettt ste et s e essteessae e bteessaeessbeensseenssasnsseenssesnnnenns 157
FIGURE 49 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE ADDITIONNE EN SELS MINERAUX
CONTRE PG, ET UR. ..ottt ettt e e e e e ettt e e e e e e e eabaaaeeeeeeeeentasaaaeeeeeeesnssaaaeeeeeesnssraseaeeens 157
FIGURE 50 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE MSS A DIFFERENTES
TEMPERATURES CONTRE AC, PG, UR, ET CAM . .....cooiiiiiiiiiieeee ettt eaee e e eaeeeenaeeenee e 161
FIGURE 51 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE MSS A DIFFERENTS PH CONTRE
AC, PG, UR, ETCAMIL. .ottt s e st s e e sttt e e st e e sat e e s sae e sbeessaeensseessseessseensseessessseenssesnanenns 164
FIGURE 52 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE LA SOUCHE AH4 EN MILIEU DE CULTURE MSS A DIFFERENTES VITESSES
D’AGITATION CONTRE AC, PG, UR, ETCAM L .....ciiiiiiiiiiiieciieeite ettt et te et siaeesaaeesaaeesseeaneens 167
FIGURE 53 : EFFET DU PH SUR L’ ACTIVITE ANTIFONGIQUE DU FILTRAT DE CULTURE DE L’ ISOLAT AH4.................... 170
FIGURE 54 : EFFET DE LA TEMPERATURE SUR LES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DU FILTRAT DE CULTURE DE L’ISOLAT
AHZ . oottt ettt et ettt eteeteete et e eta e beeabeebeeteerteeateereeeaeeeteeteereeareereens 171

FIGURE 55 : EFFET DE LA LUMIERE SUR LES ACTIVITES ANTIFONGIQUES DU FILTRAT DE CULTURE DE L’ ISOLAT AH4.

FIGURE 56 : ACTIVITE ANTIFONGIQUE DES EXTRAITS ORGANIQUES DE LA SOUCHE STREPTOMYCES SP. AH4 CULTIVEE
SUR LES MILIEUX BENNETT ET MSS ADDITIONNE DE FRUCTOSE ET DE TRYPTONE. .......cccveruierieereeereneeenneeneenns 173
FIGURE 57 : SPECTRE D’ ABSORPTION DANS L’UV-VISIBLE DE L’EXTRAIT BRUT A L’HEXANE DE LA SOUCHE AH4.... 174
FIGURE 58 : PROFIL D’ELUTION EN HPLC D’EXCLUSION DIFFUSION SUR GEL FILTRATION SHODEX DE LA PREMIERE
INJECTION DE L’EXTRAIT BRUT A L’HEXANE SOLUBILISE DANS LE METHANOL. ......ccoveeiieuieereeereeereereereeeneereens 176
FIGURE 59 : ANTIFONGIGRAMME DES FRACTIONS COLLECTEES PAR LA METHODE DE DIFFUSION DES DISQUES DE
PAPIER CONTRE CANDIDA ALBICANS M1, MONTRANT LA SEULE FRACTION F5 ACTIVE. ......cccvevierieeieeieeieseeenns 177
FIGURE 60 : PROFIL D’ELUTION EN HPLC APRES INJECTION DE LA FRACTION ANTIBIOTIQUE ACTIVE F5 SEMI PURE
SOLUBILISEE DANS DU METHANOL SUR COLONNE C18. ...c.uiiiiiiiiiiiiiieiecieeieete ettt eveeenessneseee e s e 178
FIGURE 61 : ANTIFONGIGRAMME DES FRACTIONS F5-1 ET F5-2 PAR LA METHODE DE DIFFUSION DES DISQUES DE
PAPIER CONTRE CANDIDA ALBICANS M 1L....ciiiiiiiiiiiieiciiieeeiieeeeitee ettt e e et eeeeetteesstaeeesstseeeesnssessnssaaesssseaennes 178
FIGURE 62 : PROFIL D’ELUTION EN HPLC SUR COLONNE C18 APRES RE-INJECTION DE LA FRACTION F5-1 SOLUBILISEE
DANS LE METHANOL. ....veiviiteiteetteeteeeteeeseeeteeseesteesseeseeeseeseessaasseesseassesseeseessessseasesasesseessesssessseaseenseeseesesseens 179
FIGURE 63 : PROFIL D’ELUTION EN HPLC SUR COLONNE C18 APRES RE-INJECTION DE LA FRACTION F5-2 SOLUBILISEE
DANS LE METHANOL. .....eetietieitieetesitesteesteeseeseeseesssesseesseessesssasssesssessesssesssesssesssessesssesssesssesssessssssesssesssesssssseenns 179

FIGURE 64 : LOCALISATION DE L’ ACTIVITE ANTIFONGIQUE DE L’EXTRAIT BRUT A L’HEXANE PAR BIOAUTOGRAPHIE.

FIGURE 65 : SPECTRE D’ ABSORPTION DANS L’UV-VISIBLE DE L’ ANTIBIOTIQUE F5-1 DISSOUT DANS DU METHANOL. 182

FIGURE 66 : SPECTRE D’ ABSORPTION DANS L’UV VISIBLE DE L’ ANTIBIOTIQUE F5-2 SOLUBILISE DANS DU METHANOL.

......................................................................................................................................................................... 182
FIGURE 67 : SPECTRE D’ ABSORPTION DANS L’INFRAROUGE DE L’ ANTIBIOTIQUE F5-1......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 183
FIGURE 68 : SPECTRE D’ ABSORPTION DANS L’NFRAROUGE DE L’ ANTIBIOTIQUE F5-2.......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee, 183

FIGURE 69 : LA DETERMINATION DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRICES DE L’ ANTIBIOTIQUE F5-2 VIS-A-VIS

DE QUELQUES SOUCHES FONGIQUES ........v.vvvtueeeueeeeeteteteeseseseeeeeseseseseseseseseesesaeseaeaseseseseseesesesesesesasasesesesasesensens 185

XX



FIGURE 70 : EXEMPLE DE TROIS TETRAENES, LA NYSTATINE, L’UNAMYCINE ET L’ ANTIFONGIQUE PA-166 (OROSHNIK
ET MEBANE, 1903). ...ttt ettt e e e et e e e e ata e e e eaaeeeeetbeeeeeabseeeenssaeeseaseeeeassseseessaeeessaeaanns 223

XX



RESUME

Au cours de ce travail de theése, nous nous sommes intéressés a I’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 a
sérine et deux antibiotiques a activité antifongique et antibactérienne.

Pour les deux types de produits ; enzymes et antibiotiques, une premiere étape du travail a été
consacrée a 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. Apres 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 a partir du filtrat de culture, suivies de
purifications et caractérisation.

La production de I’activité protéasique est suivie dans un milieu complexe initial et a été estimée
223000 Ul/mL. Cette production a augmenté a 24300 U/mL dans le méme milieu a base de caséine
et d’extrait de levure. Les procédés de purification de 1’activité protéasique ont permis de mettre
en évidence la présence de deux protéases, lesquelles ont été caractérisées et identifiées a des
protéases alcalines a 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 a différents pH, température et en présence
de certains ions métalliques. L’optimum d’activité pour SAPS-P1 est obtenu a pH 12 et a la
température de 70 °C, tandis que celui de SAPS-P2 est enregistré a pH 10 et a 60 °C. Leurs
thermoactivités et thermostabilités sont considérablement améliorées en présence du calcium a 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 I’activité antibiotique a été étudiée selon des milieux de culture complexes et
dans un milieu semi-synthétique ou 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 a base de fructose et de tryptone. L’optimum d’activité est
obtenu avec des cultures a pH initial 7, a la température d’incubation de 30 °C et a la vitesse
d’agitation de 250 tpm. Pour la purification des antibiotiques, les substances actives sont extraites
a partir du filtrat de culture par I’hexane. Les résultats de purification par HPLC ont montré la
présence de deux pics, F5-1 et F5-2, a activité a la fois antifongique et antibactérienne. Pour chacun
des deux antibiotiques, 1’activité antifongique est plus importante que 1’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 pathogénes ou toxinogenes.

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