Resultats et discutions

1. Revivification de la souche TKJ?2

Les colonies de la souche Streptomyces sp. TKJ2 sont seches, colorées, adhérant au

milieu gélosé et présentant un mycélium aérien et un mycélium végétative (Figure 01).
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Figure 07: Aspect des colonies de I’isolat « TKJ2 » sur le milieu M2 apres incubation de 7

jours a 28°C.
2. Caractérisation des protéases produites

Les protéases sont des enzymes essentielle dans les différentes applications
industrielle, biotechnologique, médicinale et dans les domaines de recherche (Coral et al.,
2003; Sandhya et al., 2005). Elles sont omniprésentes dans tous les organismes vivants vue
leur role essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation (Gupta et al., 2002;

Sandhya et al., 2005).

Le présent travail, s’inscrit dans le cadre de la caractérisation des protéases produite par la
souche Streptomyces sp. TKJ2, les parametres étudi€s sont : le pH, la température, ainsi que

les ions métalliques.
2.1. Effet de pH sur ’activité enzymatique

Le résultat des concentrations protéiques est présenté dans le tableau I, et cela a partir

d’une courbe d’¢talonnage (Annexe 1V).
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Tableau IV : Densité optique des activités enzymatiques en fonction du pH

Solutions Solution caséine | Solution caséine | Solution caséine | Solution caséine
pHS.2 pH6.6 pH7 pHS

DO Témoin 0.515 0.541 0.762 2.880

DO Teste 0.639 0.971 1.367 2.939

- D’apreés la courbe d’étalonnage on obtient les résultats suivants :

Formule: Y=1.0175 X -0.0711

n i

w N0 vig 8 = 8 = 0.054 mg/ml d’acides aminées
. R T . .

w N0 @lp 8 = = 0.360 mg/ml d’acides aminées
. f o b _ . .,

w N0 X 8 = 8 = 0.535mg/ml d’acides aminées

n o i i i . .,

w NO Y = = -0.010 mg/ml d’acides aminées

L’activité enzymatique maximale est de 0.526 mg/ml a pH7 aprés 5 h 30 min

d’incubation.

Pour les pH 6.6 et 5.2 on a trouvé des concentrations en acide aminée qui sont

respectivement de 0.360 mg/ml et 0.054mg/ml.
Pour le pH 8 aucune activité enzymatique n’a été trouvée.

Le résultat a montré que le pH optimal d’activité de la souche Streptomyces sp. TKJ2
se situe a pH 7, ce résultat est trés proche du pH optimal de la protéase neutre produite par
plusieurs actinomycetes le méme que celui rapporté par (Vishwanatha et al, 2009). Ce
résultat est treés proche du pH optimal de la protéase neutre produite par plusieurs moisissures.
En effet, les protéases neutres d’Aspergillus oryzae présentent des pH optimums de 7 (Sekine,
1972; Benkahoul, 2002; Sumantha et al., 2005) ; et entre 6,0 et 7,0 pour les travaux réalisés
par Battaglino et al., (1991) et de 7,2 pour les protéases caractéris¢ par Boukhalfa (2003).
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Chaque enzyme possede un pH optimal auquel la vitesse de la réaction catalysée est
maximale. Des 1égeres variations du pH autour de cette valeur entrainent une diminution de
I’activité enzymatique, en raison des modifications de 1’ionisation des groupements compris
dans le site actif de I’enzyme. Des déviations plus importantes du pH, conduisent a dénaturer
I’enzyme en modifiant I’ionisation des acides aminés et en rompant les interactions non

covalentes maintenant sa structure tridimensionnelle (Hames et al., 2006).

3.2. Effet de température sur ’activité enzymatique

Les résultats de I’effet de la température sont présentés dans le tableau III.

Tableau V : Densité optique des activités enzymatiques en fonction de la température

Température’C 30 40 50 60 70
DO Témoin 0.501 0.563 | 0.762 | 0.503 1.321
DO Teste 0.407 0.550 1.367 | 1.797 1.238

- D’apreés la courbe d’étalonnage on obtient les résultats suivants :

Formule: Y=1.0175 X -0.0711

§ QT
g f

8 un3 = 0.535mg/ml d’acides aminées

i
8 o3 = = 1.224 mg/ml d’acides aminées

L’activité enzymatique maximale est de 1.224mg/ml a la température de 60°C apres 5

h 30 min d’incubation.

Pour la température d’incubation 50°C, la concentration en protéines est de 0.535

mg/ml.

Pour les températures d’incubation 30°C, 40°C et 70°C aucune activité proteasique n’a

été trouvée.

L’effet maximal de la température sur I’activité enzymatique est de 60°C, quelques
protéases fongiques présentent des optimum de température de 60°C (Singh et al, 1994;

Chellappan et al., 2006). Au-dela, I’enzyme perd son activit¢ ; elle est inactivée

e
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completement a 80°C, indiquant une dénaturation de l’enzyme par modification de la

structure tertiaire (Scriban, 1993).
3.3. Effet des ions métalliques et les réactifs chimiques

L’effet des ions métalliques sont présentés dans le tableau VI

Tableau VI : les résultats de la lecture spéctrophotométrique pour les ions métalliques et les

réactifs chimiques

Tons métalliques | Nacl | SDS | Cacl, | Kel | Mg™ | Mn* | Fe*
DO Témoin 0.752 | 0.559 | 0.845 | 0.812 | 0.763 | 0.794 | 0.860
DO Teste 1.335 | 2.020 | 2.189 | 1.443 | 1.676 | 1.721 | 1.566

- D’apreés la courbe d’étalonnage on obtient les résultats suivants :

Formule: Y=1.0175 X -0.0711

e At g 2 i P § §
8 SVIOETT MOETA AL 2ToXee = 0.513x5= 2.565 mg/ml d’acides
PPV §
aminées
e At g 2 i § §
8 3NOOIT AAGIETA  3$3  LTUXee _ — 1391x5= 6.955mg/ml d’acides
PPV §
aminées
e At g 2 i P § §
8 SNIOOITAAGTETA  #AAl  2TXee _ = 1.274x5= 6.37Tmg/ml d’acides
PPV §
aminées
e At g 2 i . § §
8 SVIOETT MOTETA  +A  2TUXeP = 0.561x5= 2.805mg/ml d’acides
PPV §
aminées
e At g 2 i § §
8 3NOEIT AAGTETA  —¢ 9 TmXpp_ = 0.843x5= 4.215mg/ml d’acides
PPV §
aminées
e At g 2 i — § §
8 3NIOETT AAGTETA  —T 9 TUmXpp _ = 0.857x5= 4.285mg/ml d’acides
PPV §
aminées
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e At g 2 i § §
8 3TIONTT AAGTETA  &A 9p8’;3;‘>>(<§p — = 0.636x5= 3.18mg/ml d’acides

aminées.

Tableau VIII : Effet des ions métalliques et réactifs chimiques sur l'activité enzymatiques

Ions métalliques Activité relative(%o)

Aucun 100

Nacl 209.55
SDS 568.21
Cacl, 520.42
Kel 229.16
Mg™* 344.36
Mn”* 350.08
Fe'* 259.80

Les résultats montrent que lion Cach, Mn®", Mg*", Fe*", Nacl stimule fortement

l'activité enzymatique avec une activité relative qui sont respectivement de 520.42%,

350.08%, 344.36%, 259.8%, 229.16%.

L’effet des ions métalliques et les réactifs chimiques sont trés importante pour les
applications industrielles car ils sont connus pour leurs effets sur la production et I’activité des
enzymes (Rani et al., 2004; Kotchoni et al., 2006). Les ions métalliques agissent comme des

cofacteurs ou inhibiteurs des enzymes (Jabbar et al., 2008).

Les ions métalliques peuvent influencer fortement ’activité enzymatique, en effet les
résultats expérimentaux indiquent que [Dactivité enzymatique de la souche
Streptomycessp.TKJ2est fortement stimulée par les ions Cacl,, Mg*", Fe*', K" (Begum et
Absar, 2009; Yin et al, 2010).Des activités plus élevéeen présence d’ions Mn”'sont
observées dans d'autres études pour les endoglucanases de Anabaena laxa(Gupta et al., 2012)

et de Daldiniae schscholzii (Karnchanatat et al., 2008).

Les ions calcium modulent les activités d'un large éventail de systémes biochimiques.

Cela s’explique par les nombreuses liaisons qui s’établissent entre les systémes enzymatiques
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et les ions, ce qui conduit a I’amélioration de la stabilité des liaisons peptidiques en créant un

environnement protecteur contre les facteurs extérieurs (Sharma et al., 1998).
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