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ABSTRACT

From an isolate of 23 strains, five strains of filamentous bacterium belonging to the Streptomyces genus have been
isolated from a Saharian soil of the region of Biskra. The primary results showed that these different strains
secreted extracellular lyases acting on esterified pectin with 72% and on the polygalacturonic acid
(0% of esterification) by mechanism of  elimination.

According to the strains, which have been tested. Streptomyces sp ¢,, proved to be the most potent which produced
highly active pectate lyase. These lyases having an optimal pH of 9.5,inhibited by EDTA, and activated by CaCl, to
1 mM.The production of pectate lyase is optimal at the sixth days; inducible by the pectic substrate and repressed
by glucose.

The different studies permitted also to get a possible the products of depolymerization, while the finale product of
degradation is the unsaturated dimer which is metabolized by bacteria. The monomer of galacturonic acid was not
be detected, which is due to transfer reaction.

Key Words: Streptomyces, pectate lyases.
RESUME

A partir d’un isolat de 23 souches, cinq souches appartenant au genre Streptomyces ont été isolées d’un sol saharien
de la région de Biskra (Est d’Algérie) .les différents souches de Streptomyces secrétent des lyases extracellulaires
agissant sur la pectine estérifiée a 72% et sur 1’acide polygalacturonique 0% d’estérification par mécanisme de
Bélimination.

La souche de Streptomyces Sp.o s’est montrée la plus active dans les mémes conditions de culture (dans les
conditions de culture utilisées). Celle ci synthétise une pectate lyase extracellulaire, ayant un pH optimum de 9.5, et
qui peut étre activée par le CaCl, a 1 mM et inhibée par ’EDTA. La production de la pectate lyase est optimale au
sixieme jour ; inductible par le substrat pectique et réprimée par le glucose.

L’analyse des produits finaux de dégradation montre que le produit terminal est le dimére insaturé .Le monomeére
d’acide galacturonique n’apparait pas dans le milieu réactionnel.

Mots clés : Streptomyces, pectate lyases.
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INTRODUCTION

Parmi les polyméres végétaux, les substances
pectiques se présentent comme des macromolécules
glucidiques constituées essentiellement par des
polygalacturonnanes  de degré d’estérification
variable [1]. Ces biopolyméres sont largement
répandus dans le régne végétal ou ils constituent
avec 1’hémicellulose et la cellulose, 'un des
composants majeurs de la paroi des cellules
végétales [2].

Des enzymes de dépolymérisation secrétés presque
exclusivement par les microorganismes (bactéries
ou champignons), sont capables de scinder le
polymére en oligoméres de faible degré de
polymérisation, assimilables par ces mémes
microorganismes [3].

Ces dépolymérases comprennent des hydrolases et
des lyases qui catalysent la scission des liaisons
osidiques par mécanismes de {3 élimination [4].

Un grand nombre de ces enzymes a été isolé depuis
les années 60.

Chez les Actinomycetes les travaux de Kaiser [5]
ont montré que plus de 70% de ces espéces étaient
pectinolytiques dont la grande majorité dans le
genre Streptomyces.

Quelques autres espéces de Streptomyces
secrétant des pectates lyases ont été étudiées [6] [7]

[8] [9] [10] [11].

Ces enzymes sont également mises en évidences
chez les bactéries  phytopathogénes  du
genre :Erwinia [12] [13] Xantomonas [14] et
Pseudomonas [15] et chez des champignons du
genre Aspergillus [16].

A T’isolement des enzymes et leur caractérisation
ont succédé dés les années 70 avec le
développement des techniques de la biologie
moléculaire, le clonage et la caractérisation des
génes correspondants [17] [18] [19] [20] [21] [22].
A Pintérét fondamental constitué par ’étude des
enzymes pectolytiques de Streptomyces au point de
vue biochimique et génétique s’ajoute la possibilité
de les utiliser dans un but industriel.

En effet, les pectinases ont une application
importante dans 1’industrie agroalimentaire pour la
clarification des jus de fruit a la suite du pressage
des fruits [23] [24].

Les pectinases de Streptomyces sont également
intéressantes a étudier dans le cadre de leur
participation & la dégradation de la biomasse
végétale contribuant ainsi a I’équilibre de
I’environnement.

Ce travail vise a isoler des souches Streptomyces
d’un sol saharien et a étudier 1’équipement
enzymatique.
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MATERIEL ET METHODES
1. Isolement et identification des souches

Les préléevements des échantillons de sol pour la
recherche de Streptomyces a activité pectinolytique
ont été effectués au niveau de deux stations de
palmeraies de la wilaya de Biskra, I’'une étant une
station privée a environ 10Km de Sour El Khizlane,
et l'autre la station technique de développement
agricole saharien «Qued Ben El Noui». Les
prélévements sont effectués au niveau de la couche
rizosphérique (riche en matiére organique) a une
profondeur 7 a10cm [25] et de maniére aléatoire.
Ung série de dilution au 1/10 est réalisée [10™ &
107].

Aprés purification des souches, celles ci sont
repiquées sur milieu complet (CM) en gélose
inclinée puis incubées 14 jours & 30°C, et stockées a
4°C.

Une fois purifiée les souches sont identifiées en se
basant  sur leurs criteres  culturaux et
morphologiques sur des milieux de culture gélosés
spécifiques [26] [27].

Cette méthode permet ainsi de déterminer le genre
de chaque souche [28].

Une souche de référence, Streptomyces coelicolor
ATCC 10147 est utilisée pour la comparaison des
activités pectinolytiques.

2. Recherche de Dactivité pectinolytique des
souches isolées

Pour la recherche des activités pectinolytiques , les
cing souches de Streptomyces isolées sont d’abord
repiquées sur milieu solide complet (Hopwood) a
base de glucose. Ce milieu permet d’activer les
souches de Streptomyces en vue de les repiquer sur
un autre milieu plus spécifique pour la production
des pectinases.

Apres 2 & 3 passages sur milieu complet (CM), les
souches sont repiquées sur milieu minérale de
Hankin [29] auquel on ajoute une seule source de
carbone la pectine de citrus estérifiée 8 72 % a 5 g/l
(sigma P 9135). Le milieu est gélosé, ajusté a pH
7.2, stérilisé et coulé dans des boites de pétrie
.Apres ensemencement, l’incubation des boites se
fait a +30°C pendant 7 jours avec 2 a 3 passages.

A partir d’un colonie sur milieu solide, le milieu
liquide a base de pectine ensemencé et incubé a
+30°C pendant 7 jours pour la production des
pectinases.

3. Extraction des pectinases

Au bout de 7 jours de culture a pH 7.2 et a la
température 30°C, la culture est arrétée.
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Pour chaque souche le milieu de culture liquide est
filtré sous vide ( verre fritté Numéro 0). Le filtrat
clarifi¢ ~ obtenu représente la  préparation
enzymatique brute. Cet extrait servira pour la
recherche des polygalacturonases et /ou lyases chez
les cing souches de Streptomyces.

4. Méthodes analytiques

L’activité des pectinases est recherchée directement
dans le filtrat de culture clarifiée.

Les dépolymérases (polygalacturonases et / ou
lyases) sont mises en évidence par la mesure de
pouvoir réducteur par la méthode de Nelson [30] et
Somogyi [31].

L’activité est exprimée en UM de sucres réducteur
par minute et calculée a partir de la courbe
d’étalonnage du polygalacturonate. L’activité
specifique est exprimée en Ul par mg de protéine.
L’activité des polygalacturonases et /ou des lyases
peut étre également mise en évidence par la
méthode spécifique a 1’acide thiobarbiturique
(TBA) [32] qui détecte les lyases a 550nm et les
polygalacturonases a 515 nm.

Une autre méthode spécifique aux lyases
se fait par mesure de 1’absorbance a UV 232 nm

[4].

5. Choix d’une souche de Streptomyces pour la
production de I’enzyme

Les cing souches sont cultivées en milieu liquide de
Hankin a base de pectine comme source de carbone
unique a 5g/l a pH 7.2 et température d’incubation
30°C. Pour chaque souche, les protéines sont
dosées selon la méthode de Bradford [33] et
I’activité spécifique est calculée.

La comparaison des activités spécifiques permet de
sélectionner une souche pour la production de
I’enzyme.

6. Propriétés de I’enzyme isolée
6.1 Choix du temps de culture

La souche de sélectionnée est cultivée sur milieu
Hankin liquide en tube a essai non agitée a 30°C et
pH 7.2 (de 1 a7 j) .Pour chaque tube I’activité
spécifique est mesuré ou bout de 5h de réaction.

6.2 pH optimum

L’activité enzymatique globale a chaque pH a été
étudiée par incubation des surnageants de cultures
filtrées sur le polygalacturonate a 0.2% pour une
gamme de pH allant de 7 & 11 en tampon Tris-Hcl.

L’activité¢ lyase est mesurée par détermination
directe de I’absorbance en UV a 232nm apres un
temps d’incubation +30°C par rapport a un blanc
traité dans les méme conditions mais avec un

23

surnageant inactivé au préalable par chauffage a
’ébullition.

6.3 Effet du calcium et PEDTA

L’effet du CaCl, a été étudié au pH optimum de
I’enzyme. Le substrat est I’acide
polygalacturonique a 0.2% additionné de CaCl, a
des concentrations variant de 0 a 2 mM [34].
L’activité est mesurée en UV a 232 nm.

L’effet de L’éthyléne diamine tetraacétique
(EDTA) sur de I’enzyme a ¢été également étudiée.
Une concentration de 10mM d’EDTA [13] [34] est
additionnée au milieu réactionnel et ’activité est
mesurée en UV 232nm.

6.4 Nature adaptative ou constitutive et
répression catabolique par le glucose

La souche a activité pectinolytique est cultivee sur
milieu minéral d’Hankin auquel est ajouté une
source de carbone unique (D-mannose) qui est
différente du substrat naturel de I’enzyme. Apres 6
jours d’incubation a 30°C, I’activité pectinolytique
est recherché dans les surnageant par mesure de
I’absorbance UV 232nm par rapport a un blanc.

La répression catabolique par le glucose
a été également étudiée. La souche de Streptomyces
est alors cultivée sur milieu liquide de Hankin
contenant de la pectine a la concentration
5¢/l additionnée de glucose a une concentration
de 5¢/1 final [35].

L’activité  pectinolytique est mesurée
six jours de culture @ +30°C en UV a 232nm.

apres

6.5 Nature des produits de dépolymérisation

Aprés six jours de culture en milieu liquide
(Milieu d’Hankin) 1’activité pectinolytique est
recherchée directement dans les filtrats de culture
par chromatographie sur couche mince (Schleicher
et Scholl F-1500) dans un cuve de migration
contient un mélange des solvants : acide formique-
n.butanol-H,O (3: 2: 1) V/V. Aprés révélation a
I’acide sulfurique 5% dans I’é¢thanol a 95% et
chauffage a 100°C [36]. La mesure du RgalUA du
digalacturonate insaturé (rapport entre la distance
de migration du composé a celle de la migration du
monogalacturonate saturé¢) permet d’identifier les
produits finaux de dépolymeérisation [37].

RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Isolement et identification

Parmi les souches Actinomycétales isolées, 5
souches ont été sélectionnées et purifiées en vue de
les identifier et tester leurs activités pectinolytiques.
L’identification basée essentiellement sur des testes
biochimiques et morphologiques a permis de
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sélectionner cing souches. Les résultats obtenus
sont représentés sur le tableau (1).

Ces différentes souches présentent un mycélium
végétatif ramifié, non fragmenté, et ne donnent pas
de sporange ou de sclérote, et sont toutes Gram+
[38] [39].Ce qui les rattachent au genre
Streptomycete [28].

Ces résultats concordent avec ceux de Sabaou N de
I’INRA d’Alger et qui a étudié la microflore des
sols sahariens [25].

2. Recherche de pectinases en milieu liquide

Les pectinases peuvent étre des polygalacturonases
ou des lyases ou un mélange d’estérase et de
dépolymérases. Dans un premier temps la recherche
de dépolymérases a été effectuée par la mesure de
pouvoir réducteur.

L’examen des résultats montre que les cinq souches
cultivées sur la pectine en milieu liquide sont
actives sur leur substrat (Tableau II).

Cependant les souches Streptomyces  Spcio,
Streptomyces sp.s semblent étre plus actives que
les trois autre souches et particuliérement la souche
de référence Streptomyces coelicolor ATCC10147.
Ces différentes souches secréetent des lyases ou des
polygalacturonases  (enzymes  extracellulaires)
capables de scinder le polymére en oligomeres de
petites tailles assimilables par les microorganismes.

En effet les travaux de Kaiser sur les
Actinomycétes ont montré que plus de 70% des
especes était pectinolytiques dans plus de 80%
dans le genre Streptomyces [5].

Les travaux de Ladjama ont montré egalement que
des souches de Streptomyces SK et G isolées d’un
sol tunisien Gabes ( sud de la tunisie) et Skanes
sont actives sur leur substrat pectiques par sécrétion
de pectate lyases [44] [45].

Les dépolymérases secrétées peuvent étre des
polygalacturonases ou des lyases.

Pour rechercher ces enzymes, un test a I’acide
thiobarbiturique (TBA) a été utilisé. L’examen du
courbe (figurel) montre qu’il y’a un maximum
d’absorption situé a 550nm et cela pour toutes les
souches, ce test montre que les souches
de Streptomyces secrétent des lyases (pectates
lyases ou pectines lyases).

Les pectates lyases attaquent préférentiellement
I’acide  polygalacturonique ou la  pectine
moyennement estérifiée. Le milieu de culture de
production contient comme source de carbone,
pectine hautement estérifiée a 72.8% ce qui
normalement favorise les pectines lyases [34] [46].
Cependant, les différentes souches peuvent
synthétise un mélange d’estérases et de pectate
lyases; ainsi, I’estérase déméthyle la pectine
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hautement estérifiée et la pectate lyase attaque
I’acide polygalacturonique.

Les pectines lyases sont produites beaucoup plus
par les champignons tel que Aspergillus et
Penicillium [47] [48] avec comme site spécifique de
fixation la présence de groupements méthoxylés.

La présence de lyases est confirmée également
par D’absorbance en UV 232nm des composés
insaturés (tableau I1I).

3. Choix de la souche pour la production et la
caractérisation de I’enzyme

L’étude comparative des activités spécifiques des
souches a montré que la souche de Streptomyces sp
c10 présente une activité supérieure a celles des
autres souches (tableau I1).

La souche de Streptomyces sp o a été donc
choisie pour une étude plus compléte (temps de
culture, pH optimum, activation par le chlorure de
calcium, nature adaptative ou constitutive,
répréssion catabolique par le glucose et nature des
produits de dépolymérisation)

3.1. Choix du temps de culture

L’examen de la courbe (figure 2) montre que
I’activité spécifique croit en fonction du temps
jusqu’au cinquiéme jour, et deécrolt par la suite
progressivement.

Le temps de culture choisis est donc de six jours.

3.2. Nature constitutive ou adaptative répression
catabolique par le glucose

L’examen du tableau IV montre qu’en absence de
pectine I’enzyme n’est pas synthétisé. Le mannose
n’induit pas donc la synthése de la pectate lyase.
Egalement 1’addition du glucose au polymeére
pectique n’induit pas la synthése de I’enzyme.

Ces phénomeénes sont connus chez la plupart des
microorganismes [13] [35] [49].

Actuellement  sur le plan  économique ;
il est devenu possible par génie génétique d’obtenir
des enzymes a I’état constitutif, c’est le cas de
Penicillium occitanis [21] [22] [48] ainsi que
Pseudomonas syringae [20].

3.3. pH optimum d’action de I’enzyme

L’examen de la courbe (Figure 3) représente
I’évolution de I’activité de I’enzyme en fonction du
pH. L’étude de la courbe montre que le maximum
d’activité est atteint au pH 9.5.

Ce résultat concorde avec ceux obtenues chez
d’autre souches secrétant des lyases et c’est le cas
de Streptomyces SK [44] [45] Streptomyces
coelicolor A (3)2 [50] et Streptomyces fradiae [6] le
pH optimum d’action des lyases est de 9.
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3.4. Effet du CaCl, et PEDTA sur Pactivité de
I’enzyme

L’effet du chlorure de calcium et ’EDTA ont été
étudiés au pH optimum de 1’enzyme.

Sur la figure (4) on remarque que P’activité est
optimale a 1mM de CaCl,. Ces résultats ont été
observés chez des souches de Streptomyces SK
[44] [45] et Streptomyces nitrosporeus, [7] [8].

En effet le calcium active 1’enzyme par pontage
entre le polymeére pectique et I’enzyme [51].

Dans le cas de I’EDTA agent -chélateur,
on remarque (tableau V) que 1’addition de ’EDTA
a 10mM inhibe complétement [Pactivit¢ de
I’enzyme. L’EDTA inhibe essentiellement les
pectates lyases et non les pectines lyases [34] [51]
ce qui montre que l’enzyme secrétée serait un
mélange d’endopectate lyases et d’exopectate
lyases.

3.5. Détection des produits de dépolymérisation
par CCM

L’examen du chromatogramme (figure 5) fait
apparaitre une seule tache pour toutes les souches.
Le calcul des RgalUA donne une valeur de 0,86
proche de celle de la littérature [37][52] [53].

Ce composé serait donc un dimere insaturé. Le
monomere n’apparait pas dans le milieu de culture
et cela est du a des réactions de transfert [54]. Ces
résultats sont comparables a ceux de Sato [6] [7] [8]
[9] [10] Ladjama et Collmer [13] [18] [20] qui ont
travaillé sur d’autres souches de Streptomyces ou
d’Erwinia et qui ont montré que ces souches
sécrétent des lyases attaquant le polymere par
mécanisme de B élimination et libérent dans le

milieux le dimeére insaturé métabolisable par la
bactérie.
CONCLUSION

Ce travail de recherche a permis a partir d’un sol
saharien d’isoler 23 souches appartenant au genre
Streptomyces. L’étude de D’activité pectinolytique
des 23 souches a montré que cing souches sont trés
actives sur le substrat. La comparaison des activités
spécifiques a montré que la souche Streptomyces
Speio st la plus active et secréte dans le milieu
liquide une pectate lyases (mélange d’endo et d’exo
pectate lyase). Cette enzyme inductible (préparation
brute) est activée par le calcium, inhibé par ’"EDTA
et agit a pH alcalin (9.5), ce qui corrobore avec
d’autres travaux de recherche.

L’action de I’enzyme sur la pectine libére un
dimére insaturé et aucun autre composé
intermédiaire n’apparait dans le milieu réactionnel
ce qui est en faveur d’une attaque endopectate lyase
et exopectate lyase d’ou la nécessité de purifier ces
enzymes. Le monomere d’acide galacturonique
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n’apparait pas également dans le milieu et cela est
du & des réactions de transfert.
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Tab.l: Souches isolées a partir de sable de palmeraie appartenant au genre

Echantillon du sol (1) StreptomycesSpsg
StreptomycesSps:»
Echantillon du sol (2) StreptomycesSp¢,
StreptomycesSpcs
Echantillon du sol (3) StreptomycesSpcig

Tab. Il : Recherche des pectinases dans les filtrats de cultures par mesure du pouvoir réducteur a 650nm (Test
Nelson-Somogyi)

Souches isolées du sol de la région Absorbance a 650nm
de Biskra Dilution 1/3

StreptomycesSpgg 2121
StreptomycesSpsi» 1.743
StreptomycesSpcy 1.546
StreptomycesSpcs 1.050
StreptomycesSpcig 2.201

Streptomyces 1.320

coelicolorATCC10147

Tab. Il : Mise en évidence d’une activité pectate lyase chez les cing souches les plus actives
Souches isolées du sol Activité lyases Absorbance
de la région de Biskra En UV a 232 nm

Streptomyces Spsg 1.191
Streptomyces sps;» 1.030
Streptomyces Spc; 1.092
Streptomyces Spcs 1.070
Streptomyces Spcio 1.756
Streptomyces coelicolor 1.250
ATCC10147
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Tab.IV: Recherche de la nature constitutive ou adaptative des pectates lyases (Test TBA)

des 5 souches de Streptomyces

Souches isolées du sol Absorbance & 550nm

de larégion de Biskra Induction par le glucose | Induction par la pectine
Streptomyces Spsg 0.00 1.886
Streptomyces Spsi» 0.036 1.495
Streptomyces spc; 0.067 0.400
Streptomyces Spcs 0.00 0.235
Streptomyces Spcio 0.040 2.200

Tab. V: Effet de '"EDTA sur Iactivité pectates lyases
de Streptomyces Spcio

Mesure de Pactivité En présence En absence
pectates lyases D’EDTA (10mM) D’EDTA

Absorbance a 232nm 0.013 0.615
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Fig.1: Mise en évidence d'une activité pectates lyases dans le filtrat de culture
des cing souches (Test TBA)
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Fig.2: Mesure de l'activité spécifique de I'enzyme (Ul/mg)
de Streptomyces spcl0
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Fig.3: pH optimum d'action de I'enzyme.
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Fig.4: Influence du Chlorure de Calcium sur l'activité
pectates lyases de Streptomyces sp ¢10
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Fig .5 : Mise en évidence des produits de dépolymérisation
chez les 5 souches par CCM
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