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Résumé

La quantité croissante de déchets kératiniques récalcitrants générés par les industries
de transformation de la volaille et les fermes avicoles constitue une menace sérieuse pour
I'environnement. Des millions de tonnes de déchets de plumes sont produites chaque année
en tant que sous-produit qui cause une grave pollution sur I’environnement. Leur dégradation

est difficile en raison de la présence d'un polypeptide insoluble et trés rigide.

La kératine est une protéine fibreuse récalcitrante, qui représente le principal
constituant de divers déchets kératiniques, qui sont rejetés sous forme de plumes, de cheveux
et de laines. Cette protéine résiste a la dégradation par les protéases et les catalyseurs
chimiques courants en raison de sa stabilité mécanique élevée et des liaisons disulfure

réticulées présentes dans leur structure.

Par conséquent, la kératinase a la capacité de dégrader les déchets kératiniques qui
ne peuvent pas étre dégradés en raison de leurs propriétés uniques par rapport a leurs

homologues dans les catégories de protéases.

De nombreux microorganismes kératinolytiques tel que les actinobactéries d’origines
marines ont été identifiés, ce qui a révélé la compétence d'hydrolyser les kératines en
peptides et en acides aminés. Les kératinases actinobactériennes marines ont suscité
beaucoup d'intérét en tant qu'approche écologique pour convertir les déchets kératiniques en

produits de valeur.

Mots clés : kératine, kératinase, actinobactéries marines, production, algues.



Abstract

The increasing amount of recalcitrant keratin waste generated by the poultry
processing industries and poultry farms poses a serious threat to the environment. Millions
of tons of waste feathers are produced each year as a by-product that causes severe
environmental pollution. Their degradation is difficult due to the presence of an insoluble

and very rigid polypeptide.

Keratin is a recalcitrant fibrous protein, which is the main constituent of various
keratin waste, which is shed in the form of feathers, hair and wool. This protein is resistant
to degradation by proteases and common chemical catalysts due to its high mechanical

stability and the cross-linked disulfide bonds present in their structure.

Therefore, keratinase has the ability to degrade keratin waste, which cannot be
degraded by conventional proteases due to their unique properties compared to their

counterparts in the protease categories.

Numerous keratinolytic microorganisms such as actinobacteria of marine origin
have been identified, which has revealed the ability to hydrolyze keratins into peptides and
amino acids. Marine actinobacterial keratinase have generated much interest as an

environmentally friendly approach to convert keratin waste into valuable products.

Key words: keratin, keratinase, marine actinobacteria, production, algae.



uadla

LS Leie paladll &5y Glalll e 58S (85 dae Jall 5 3] Jiall i) e cad sall Gl ) e
Al y llall A aie ol Vg JIaill o oy Gl am Cus Ll a is gl daplall i Lee S dila
dapie gaalia oo 54l QL 5 5l e dlile o () SI callat Canaay (21 () S g 5 sy
Cllals jrdll (p o B bl IS0 Jaig b e g cilpdilly sl sl 33535 L3
CAl Al (88 g sall oy Sl dal g 5 dallall a5 Bba sy Jaill gl i g ) 128 < guall
G S0 s 5 A5y Sl ool 5 M1 et e 5 a8l 4l 5Ll S0 g 33 o and (5 AT g (e
LSl aas ol Sl Allaall 2380l Ladl Sl e aaad) Cp Cped 3y jall dailiad
Aigel raleal s iy ) ol S0 Jlas e 5 )08l (e cidS )5 g saal) Jual) il dpe el

Al daa Lideay Gl

Q_IS\AL'IM cc\:u\ c:\._.gja..d\ 4.:\9\.9.5:]\ LU:\SS.J\ c)@\):\ﬁ\ cQ:G\Jgﬁ\ :3.:1;\35.‘05\ G AN|]



Table des matieres

Remerciements

Dédicaces

Résumé

Abstract

Uaale

Table des matieres

Liste des figures

Liste des tableaux
INTRODUCTION GENERALE

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE 1 : ACTINOBACTERIES MARINES
1. Introduction

2. Actinobactéries

2.1. Historique

2.2. Définition

2.3. Critéres taxonomiques des actinobactéries
2.3.1. Critéres morphologiques

2.3.1.1. Criteres macromorphologiques

2.3.1.2. Criteres micromorphologiques

2.3.2. Critéres chimiques

2.3.3. Criteres physiologiques des actinobactéries
2.3.4. Criteres moléculaires

2.4. Metabolites des actinobactéries

2.5. Importance des actinobacteéries
3. Algues marines

3.1. Définition

3.2. Structure

3.3. Parties des algues

3.4. Classification

3.4.1. Algues rouges (Rhodophyta)
3.4.2. Algues brunes (Phaeophyceae)
3.4.3. Algues vertes (Chlorophyta)
3.5. Utilisations

4. Conclusion

O 00 N N o o o o w w w w w

13
13
13
14
15
15
16
16
17
17



CHAPITRE 2 : ACTIVITE KERATINOLYTIQUES

1. Introduction

2. Kératine

2.1. Historique

2.2. Définition

2.3. Structure

2.4. Classification des kératines

2.4.1. a-Kératine

2.4.2. B-kératine

2.5. Propriétés

2.6. Sources

3. Kératinase

3.1. Généralité sur les enzymes

3.2. Définition

3.3. Origine de kératinase

3.4. Mécanisme de biodégradation de la kératine
3.5. Applications des kératinases

3.6. Production de kératinases

3.7. Test de kératinase

3.8. Optimisation de la production de kératinase
4. Conclusion

MATERIELS ET METHODES

CHAPITRE 3 : PARTIE EXPERIMENTALE
1. Présentation de travail

2. Matériel

2.1. Matériel analytique

2.2. Matériel biologique

3. Méthodologie

3.1. Préparation de la farine de plumes

3.2. Repiquage des actinobactéries (Streptomyces)

DISCUSSION
CONCLUSION GENERALE
REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

18
18
18
18
19
19
20
20
20
21
21
23
23
24
25
26
28
29
29
30
30

31
31
31
31
31
31
31
34
36
38
39



Figurel.l

Figurel.2

Figurel.3

Figurel.4

Figurel.5

Figurel.6

Figurel.7

Figure2.1

Figure2.2

Figure2.3

Figure2.4

Figure2.5

Figure2.6

Figure3.1

Figure3.2

Figure3.3

Liste des figures

Schéma du cycle de vie des actinobactéries incluant un schéma d’une

coupe transversale d’actinobactérie avec des hyphes vivants.

(A) Photographie au microscope électronique a balayage illustrant les
chaines de spores du genre Streptomyces.

(B) Aspect macroscopique d’une souche de Streptomyces.

Applications biotechnologiques des actinobactéries.

Morphologie comparée entre une algue et une plante.

Une algue rouge *Gelidium sesquipedal™*.

Une algue brune *Sargassum sp*.

Une algue verte *Caulerpa prolifera*.

Représente la structure des kératines alpha et béta.

Schéma de la structure d’une plume.

Structure 3D en rubon des kératinases complexes.

Représentation schématique des ponts disulfures entre les résidus de
cystéines.

Schéma représentant le mode d’action des kératinases sur les substrats

kératiniques par clivage des ponts disulfures.

Représentation schématique de la dégradation des liaisons disulfure et

peptide de kératine.

Site de la ferme avicole.

Schéma représentant les étapes de préparation de la farine de plumes.

Représente les étapes de I’isolement et le repiquage.

5

12

15

16

16

17

20

22

24

25

N

8

32

35



Tableaul.l

Tableaul.2

Tableaul.3

Tableau2.1

Liste des tableaux

Habitats de certains actinomycetes.

Principaux caracteres physiologiques des actinobacteéries.

Classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries.

Parameétres optimisés de quelques microorganismes.

30



INTRODUCTION GENERALE



INTRODUCTION GENERALE

Les kératinases sont une classe d'enzymes protéolytiques qui progressent par rapport
aux protéases normales en termes de stabilité. Ils sont principalement actifs en présence de
substrat kératinique, dans la structure de la kératine pour la convertir en formes simplifiées,

tel que les kératinases dégradent la kératine [1].

Ce dernier est un matériau biologique résistant, chimiquement inerte, insoluble,
formant des filaments, contenant du soufre (teneur élevee en cystéine). Celles-ci ont un faible
taux de dégradation dans des conditions d'environnement naturel [2].La protéine de kératine
se trouve principalement dans I'épiderme des mammiferes, des amphibiens, des reptiles et
des oiseaux. Il forme le principal cadre structurel des cheveux, des ongles, des cornes, des
becs, des plumes, des griffes, des poils et de la couche externe de la peau humaine qui sont
considérés comme des tissus durs [3]. Le rdle principal de la kératine est de prévenir la perte
de fluides corporels des humains et des animaux par la formation d'un revétement extérieur

de I'animal et des organes humains.

Mais le grand probléme c’est la quantité énorme de déchets kératiniques sous forme
de plumes, de poils et de laines, rejetés dans la nature sans traitement. Des millions de tonnes
de plumes produites comme déchets de nombreuses exploitations avicoles, et abattoirs
s'accumulent dans les environs, provoquant une pollution de I'environnement. L'élimination
et la gestion inadéquates de ces déchets kératiniques de difficiles a dégrader sont I'un des
problémes majeurs auxquels sont confrontées ces industries [4]. De plus, I'élimination de ces
déchets de plumes nécessite d'énormes quantités de terres qui présentent un risque pour le
stockage, I'entretien, le contréle des émissions, I'élimination des cendres et la contamination
de l'air et des eaux souterraines. Les plumes jetées provoquent également différentes

infirmités humaines, notamment le choléra des volailles, la mycoplasmose et la chlorose.

De plus, la structure moléculaire de la kératine qui se compose de filaments
intermédiaires rend une grande partie de la protéine inaccessible aux enzymes ainsi qu'aux
produits chimiques pour leur digestion [5]. Cette propriété les rend insolubles dans I'eau,
dans les solutions acides et alcalines faibles et dans les solvants organiques. Par conséquent,
les kératines sont résistantes a la biodégradation par des enzymes protéolytiques courantes

telles que la pepsine, la trypsine et la papaine [6].

S




Malheureusement, en raison d'une mauvaise gestion, ces déchets sont déversés en
quantités énormes, ce qui représente une menace potentielle pour 1’environnement. Les
déchets de plumes étaient éliminés de maniere indésirable en les brdlant dans des
incinérateurs ou en les convertissant en aliments pour animaux de mauvaise qualité par un
traitement a haute pression ou a haute température [7] .Cela entraine deux inconvénients
majeurs, d'une part, la perte d'acides aminés essentiels (tryptophane, méthionine et lysine)
qui diminuent ainsi la quantité de protéines tout en affectant la digestibilité et la disponibilité
des nutriments des aliments pour animaux produits et, d'autre part, I'exigence d'un apport
énergétique éleve . En outre, ils libérent des gaz a effet de serre nocifs, ce qui menace

gravement la santé humaine et la nature [8].

Pour surmonter ces lacunes, il est urgent de disposer d' un roman et d'un biocatalyseur
écologique pour dégrader les kératines. De facon imprévisible, les kératinases microbiennes,
un biocatalyseur ingénieux exceptionnel, produit par différentes actinobactéries d’origines
marines avec l'utilisation d'une variété de substrats agro-industriels (tels que les plumes de
poulet, les laines, les poils et les ongles) provenant de nombreuses sources
environnementales ont le capacité de dégrader les déchets de plumes contenant de la kératine
en produits a valeur ajoutée tels que les acides aminés, les aliments pour animaux et les

engrais [9].

Les kératinases actinobactériennes marines en raison de leur faible colt, de leur
disponibilité facile et de leur nature sans contaminants ont été utilisees pour diverses
applications industrielles [10]. Leur production est généralement réalisée sous fermentation
immergée ou a I'état solide en utilisant des plumes de poulet comme une source de carbone
et d'azote. Les kératinases en raison de leurs caractéristiques extraordinaires peuvent étre
utilisées pour diverses applications telles que dans I'industrie de transformation de la volaille
et les produits pharmaceutiques la production de biocarburants, biorestauration,
biofertilisants, en biomédical pour une meilleure délivrance de médicaments et une

dégradation des prions et dans le traitement des eaux usées [11].

L’objectif principal de notre projet est basé sur la production de kératinase a partir

des actinobactéries d’origines marines.



https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0959652619347171#bib78
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CHAPITRE 1 : ACTINOBACTERIES MARINES

1. Introduction

Les actinobactéries marines sont des composants actifs des communautés
microbiennes marines et forment des populations stables et persistantes dans divers
écosystemes marins. La découverte de plusieurs nouveaux actinomyceétes marins ayant une
activité métabolique unique dans leur environnement naturel, et leur capacité a former des
populations dans différents habitats et & produire de nouveaux composés avec diverses

activités biologiques.

2. Actinobactéries

2.1.Historique

Les actinobactéries originaires il y a environ 270 millions d'années dans un
environnement pauvre en oxygene étaient des anaérobies obligatoires, non filamenteuses et

non sporulées avec des caractéristiques morphologiques simples [12].

L’histoire des actinomycetes peut étre divisée en 4 grandes périodes. La premiere
période (1875-1900) été nommée *période médicale*, dans cette période les actinobactéries
ont été isolés par Julius Cohn. Cohn qui a été signalé pour la premiére fois les espéces
actinobactériennes Strepthrotrix foersteri, qui présentent a la fois des caractéristiques
bactériennes et fongiques dans leur morphologie [13]. La seconde période (1900-1919) c’est
I’étude des actinomycetes du sol, et la découverte des conditions saprophytiques d’habitat
des actinomycetes. L’époque suivante est celle de la découverte des antibiotiques produits
par les actinomycetes, et le nom de Waksman est lié avec la découverte en 1944 par la
production de la streptomycine qui est produite par Streptomyces griseus [14]. La derniere
période (1940- 1970) peut étre définie comme une période de développement de critéres
morphologiques et biochimiques pour la classification des actinomycetes pour la production

de métabolites secondaires et la biodégradation de composés organiques [15].

2.2. Définition

Etymologiguement le mot actinomyceéte est dérivé des mots grecs * Aktis-mykes*

qui veut dire *champignons a rayons*.Les actinomycétes ont été considérées comme un




groupe intermédiaire entre les bactéries et les champignons. Les actinomycétes également
connues sous le nom actinobactéries. Les actinobactéries sont des bactéries & Gram positif,
dont le coefficient de Chargaff (C+G%) est supérieur a 55%, généralement compris entre 60
et 75%.Elles montrent la formation de spores et le mycélium comme des bactéries
filamenteuses qui sont similaires aux membres des champignons, mais ils ont des différences
puisque de nombreux genres d'actinomycetes ont été identifiés avec différentes techniques

dans différents habitats tels que le sol, la mer.... [16].
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Figurel.l : Schéma du cycle de vie des actinobactéries incluant un schéma d’une coupe
transversale d’actinobactérie avec des hyphes vivants [17].

En général, les actinobactéries sont des hétérotrophes, mais plusieurs espéces sont
capables aussi de croissance chimio-autotrophique et certaines ont des exigences

nutritionnelles telles que les vitamines et certains acides aminés. Ils colonisent fréquemment




les substrats insolubles et peuvent dégrader les protéines, la cellulose et d’autres maticres
organiques et les résidus des plantes dans le sol et dans la mer.

Les actinobactéries se trouvent principalement dans trois genres, Nocardia,
Micromonaspora et Streptomyces. Le groupe des Streptomyces est dominant parmi les
actinobacteéries. 1ls sont largement répandus dans la nature et résident principalement dans

le sol et le milieu aquatique [18].

Tableaul.l : Habitats de certains actinobactéries [19].

Actinomyceétes Habitats
Rhodococus coprophilus Le sol
Frankia Les nodules racinaires des non-légumineuses
Actinoplanes Le sol, I’eau douce
Micromonospara Les sols humides
Nocardia amarae Les boues activées
Streptomyces L’eau, la mer, le sol
Thermoactinomyces Le compost
Saccharopolyspora Moisi du foin

Les actinobactéries sont généralement aérobies, anaérobies facultatifs tels que
Oerskovia, ou microaérophiles tels que Actinomyces et Agromyces ; mésophiles ou parfois
thermophiles comme Thermoactinomyces et neutrophiles qui préférent un pH neutre ou peu
alcalin [20]. Les actinobactéries sont généralement saprophytes, mais quelques-uns sont
pathogénes pour les plantes tel que Streptomyces scabies, et autre sont pathogénes pour

I’homme et pour les animaux comme Actinomyces bovis [21].

(A) (B)

Figurel.2 : (A) Photographie au microscope électronique a balayage illustrant les chaines
de spores du genre Streptomyces. (B) Aspect macroscopique d’une souche de Streptomyces
[22].



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/streptomycetaceae

2.3. Criteres taxonomiques des actinobactéries

La définition des genres et des especes se fonde sur un ensemble de caractéres
morphologiques et fonctionnels, chimio-taxonomiques physiologiques et génomiques.
L’ensemble des caractéristiques de chaque taxon bactérien est répertori¢é dans le manuel
Bergey, un ouvrage de référence pour la taxonomie des bactéries, qui comprend un volume
en deux parties dédié aux actinobactéries. Un manuel complémentaire plus succint fournit

une aide a I’identification [23].

2.3.1. Critéres morphologiques

Les criteres morphologiques font appel aux caractéristiques culturels (criteres

macromorphologiques et aux criteres micromorphologiques) [24].
2.3.1.1. Criteres macromorphologiques

L’identification macromorphologique des actinobactéries est généralement basée sur
la présence du mycélium du substrat (MS), et la production du mycélium aérien (ex : de
nombreux streptomyces) ou non (ex : Actinoplanes, Micromonospora), ainsi que la couleur

de ses derniers. La production et la couleur des pigments diffusibles dans le milieu de culture.

I s’agit alors de noter les remarques suivantes :
e La présence ou I’absence de mycélium aérien ;
e La présence ou I’absence de mycélium du substrat ;
e Lacouleur du mycélium aérien et du mycélium du substrat ;

e Laproduction et la couleur des pigments [24].

2.3.1.2. Criteres micromorphologiques

Les critéres micromorphologiques importants sont :
e La fragmentation ou non du mycélium ;
e La formation de spores (leur formes, leur surface, leur mobilité....) ;
e La présence de sporanges sur le mycélium aérien ou sur le mycélium du substrat ;
e La formation d’endospores ou la présence de structures particuliéres ;

e La présence de spores mobiles ou non mobiles [24].




2.3.2. Critéres chimiques

Les critéres morphologiques ne suffisent pas pour établir une détermination correcte
des actinobactéries ce qui rond indispensable de considérer d’autres caracteres comme
I’étude de la composition chimique .La chimio-taxonomie est un systeme de classification
et d’identification basé sur des caractéres chimiques permettant de grouper et de distinguer
des microorganismes. Ces déterminations chimiques se montrent surtout efficaces pour

délimiter des groupes et des genres.

L’étude de la composition des parois cellulaires permet la séparation des
actinobactéries en différents groupes. Parmi ces compositions on trouve : les sucres el les
acides aminés. Les sucres diagnostiqués sont principalement les couples (arabinose/

galactose), (arabinose /xylose), (rhamnose/ galactose), ainsi que le madurose [25].

L’analyse des acides aminés qui la constituent est utilisée pour déterminer des
chimiotypes. Deux acides aminés sont taxonomiquement trés importants pour les
actinobactéries, 1’acide diaminopimélique (DAP) et la glycine. Cette derniére forme des

liaisons ou des ponts entre les sous-unités peptidiques de la muréine [26].

Chez certains genres d’actinobactéries, la composition en acides aminés et en sucres
n’est pas suffisante pour leur identification. Pour cette raison, il est indispensable d’utiliser
d’autres criteres chimiques essentiels pour la reconnaissance des genres, notamment la
composition en lipides cellulaires. L’analyse des lipides est un autre élément qui, tout comme
le type de paroi cellulaire, fournit des informations de valeur dans la classification et
I’identification microbienne. Les lipides taxonomiquement importants peuvent étre répartis
en trois groupes : les lipides contenant une partie polaire (phospholipides), les ménaquinones
et les acides gras [27].

2.3.3. Criteres physiologiques des actinobactéries

En plus des caractéres morphologiques et chimiotaxonomiques, la détermination des
especes se base également sur les caractéres physiologiques. La croissance des
actinomycetes est influencée par plusieurs parametres physiologiques en particulier :

I’oxygene, le pH, la température...etc [28].




e lLepH

Pour le pH, la plupart des actinobactéries se comportent comme des bactéries neutrophiles,

et font une croissance optimale dans un intervalle de pH compris entre 5 et 9.

e Latempérature

La température optimale de croissance est entre 25 a 30°C, mais les espéces thermophiles

peuvent croitre a des températures entre 50 et 65°C.
e [’oxygene
On peut diviser les actinobactéries selon leurs types respiratoires en deux groupes :

> Les formes fermentatives anaérobies :

» Les formes oxydatives aérobies.

Tableaul.2 : Principaux caracteres physiologiques des actinobactéries [29].

Caractéres physiologiques Caractéristiques

Taux d’humidité
Faible a modérés

Température
Meésophile & thermophile 50 °C- 65 °C
pH
Neutrophile : 5 - 9
07

fermentatives anaérobies
oxydatives aérobies

2.3.4. Critéres moléculaires

La biologie moléculaire s’est imposée comme un outil puissant en taxonomie.
Actuellement, il n’est plus possible de proposer une nouvelle espece sans effectuer des
analyses géenétiques. Ces analyses ont permis de regrouper ou de séparer ces especes entre

elles, et de proposer la création de nouvelles especes [30].




Les principales analyses moléculaires utilisées pour la détermination des especes sont :

> la détermination du pourcentage de guanine-cytosine (GC%) ;
> I’analyse des séquences des protéines ribosomiques 1’hybridation ADN-ADN ;

> I’analyse des séquences de I’ADN codant pour I’ARN ribosomique 16S [31].

2.4. Métabolites des actinobactéries

Les meétabolites secondaires des actinobactéries sont connus pour diverses activités
biologiques. Environ 23 000 antibiotiques ont été découverts a partir de différents

microorganismes et plus de 10000 produits par des actinobactéries.

Les actinobactéries des algues marines sont des procaryotes d'une valeur économique
et une bonne source de métabolites secondaires uniques pour la découverte de nouveaux
antibiotiques. Les actinobactéries marines produisent des métabolites secondaires
conservant un type varié d'activités biologiques. Les actinobactéries marines principalement
le genre Streptomyces, ont la capacité de produire une gamme variée de métabolites
secondaires sous forme de biomolécules qui comprirent des antibiotiques. Ce groupe a un
vaste potentiel pharmacologique que les autres groupes microbiens. Les possibilités d'isoler
une nouvelle souche de Streptomyces des habitats terrestres se sont réduites. Plus de 400
especes de Streptomyces représentent 65 a 80% des métabolites secondaires associés. Ces
métabolites sont connus pour leurs activités antimicrobiennes, antitumorales anti-
inflammatoires et ont été examinés pour leurs diverses activités biologiques [32]. Bien que
certains des autres genres comme Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora et
Actinoplanes montrent une petite partie de I'attention. Une cause impérative pour déterminer
de nouveaux métabolites secondaires est de surmonter le probléme des agents pathogénes

résistants, qui sont plus sensibles aux médicaments actuellement utilisés [33].

La procédure de synthése de nouveaux médicaments thérapeutiques consiste a
obtenir des métabolites secondaires des actinobactéries marines, ce qui peut étre efficace
pour lutter contre une variété de microbes resistants [34]. La présence d'actinobactéries
terrestres a été décrite dans I'écosystéme marin relativement disponible. L'énorme diversité
de cet habitat ainsi que sa manipulation sont la raison fondamentale pour laquelle les

chercheurs fascinent pour découvrir de nouveaux producteurs de métabolites. La description



https://www-sciencedirect-com.www.sndl1.arn.dz/topics/medicine-and-dentistry/streptomyces

taxonomique des premieres actinobactéries marines Rhodococcus marinonascens est une
indication de I'occurrence de genres rares distincts dans I'écosysteme marin. Les
actinobactéries peuvent étre isolées a partir de sédiments marins qui représentent environ
10% des bactéries colonisant les collections marines. Les chercheurs découvrent
réguliérement de nouveaux genres provenant d'environnements marins et déterminent de
nouveaux producteurs de métabolites jamais signalés auparavant. Malgré les ameéliorations
apportées aux méthodes d'isolement d'actinobactéries marines rares, nombre de ces
microorganismes persistent toujours incultes et doivent étre identifiés a I'aide de techniques

moléculaires [35].

Les actinobactéries regroupent 5 classes, 21 ordres, 49 familles, 222 genres et environ
3000 espéces. Les Streptomycetes représentent le plus grand genre appartenant a I’ordre des
Actinomycétales qui renferment une diversité de morphotypes comprenant des formes

unicellulaires sphériques, des hyphes fragmentés et des mycéliums ramifiés [36].
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Tableaul.3 : Classes, ordres et familles du phylum des actinobactéries [36].

Classes

Ordres

Familles

Actinobacteria

Actinomycetales

Actinomycetaceae

Actinopolysporales

Actinopolysporaceae

Bifidobacteriales

Bifidobacteriaceae

Catenulisporales

Catenulisporaceae, Actinospicaceae

Corynebacteriales

Corynebacteriaceae, Dietziaceae,
Mycobacteriaceae,
Nocardiaceae, Segniliparaceae,
Tsukamerullaceae

Frankiales

Frankiaceae, Acidothermaceae,
Cryptosporangiaceae,
Geodermatophilaceae, Nokamurellaceae

Glycomycetales

Glycomycetaceae

Jiangellales

Jiangellaceae

Kineosporales

Kineosporaceae

Micrococcales

Micrococcaceae, Beutenbergiaceae,
Bogoriellaceae,

Brevibacteriaceae, Cellulomonadaceae,
Dermabacteriaceae, Dermacoccaceae,
Dermatophilaceae,

Intrasporangiaceae, Jonesiaceae,
Micobacteriaceae,

Promicomonosporaceae, Rarobacteriaceae,
Ruaniaceae

Micromonosporales

Micromonosporaceae

Propionibacteriales

Propionibacteriaceae, Nocardidoidaceae

Pseudonocardiales

Pseudonocardiaceae

Streptomycetales

Streptomycetaceae

streptosporangiales

Streptosporangiaceae, Nocardiopcaceae,
Thermomonosporaceae

nitriliruptoria

Nitriliruptorales

Nitriliruptoraceae

Euzeybales

Euzebyaceae

Rubrobacteria

rubrobacterales

Rubrobacteraceae

Thermophilia

Thermophilales

Thermophilaceae

solirubrobacterales

Solirubrobacteraces, Conexibacteraceae,
Patulibacteracea

Acidimicrobiia

Acidimicrobiales

Actinomicrobiaceae
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2.5. Importance des actinobactéries marines

Les actinobactéries marines ont la capacité de produire une large variété de molécules
bioactifs comme les antibiotiques [37].

Les actinobactéries jouent un réle primordial dans les domaines suivant :

e Agronomique ;

e Alimentaire ;

e Domaine environnemental ;

e Ainsi que le domaine pharmacologique ;
e Biologie;

e Meédecine.

La recherche de nouvelles molécules actives contre le sida, la maladie d’ Alzheimer,
le processus de vieillissement et certaines maladies vise a la découverte de nouveaux

médicaments a base des actinobactéries d’origines marines [38].

~

Larvitides

Figurel.3 : Applications biotechnologiques des actinobactéries marine [39].
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3. Actinobacteéries associés aux algues marines

3.1. Définition

Les microorganismes d’origine marine ont été reconnus comme un grand réservoir
biologique actif comme métabolites secondaires qui ont un impact considérable sur la vie
humaine. Plus de 91% des produits naturels marins ont été caractérises a partir des
actinobactéries marins. Les actinobactéries marines sont des sources pratiquement illimitées
de nouveaux composés avec de nombreuses applications thérapeutiques. Pour 1’isolement
des actinomycetes marins ; des sediments marins, échantillons de sol marin, eau de mer,
poudre de roche marine et des plantes marines ont été collectés dans différentes localisations

marines [40].

Parmi les organismes marins, les algues marines représentent un grand groupe
d'organismes. Selon une étude récente, une estimation de 72 500 especes d'algues a été
décrite dans le monde, alors que la plupart d'entre elles sont marines. La tendance accrue a
explorer les métabolites secondaires bioactifs des algues marines a permis de découvrir de

nouveaux composes susceptibles d'étre utilisés dans la médecine future [41].

Les algues marines produisent des métabolites secondaires bioactifs qui comprennent
des composés polyphénoliques, des polysaccharides, des peptides et leurs dérivés. Ces
métabolites indiquent une diversité structurelle et fonctionnelle par rapport a leur homologue
terrestre en raison des différences dans leurs voies métaboliques. Parmi le grand nombre de
fonctionnalités biologiques des produits naturels d'algues marines, des effets antioxydants,
anti-inflammatoires, anticancéreux et antimicrobiens ont pu étre mis en évidence sur la base
d'un grand nombre d'études approfondies. En plus des métabolites secondaires bioactifs
susmentionnés , les algues contiennent une grande variété de produits naturels avec une

grande diversité structurelle en raison d'une gamme de bioactivités différentes[42].

3.2. Structure

Les algues ressemblent a des plantes. Elles ont des structures reproductrices simples
et n'ont pas de structures avancées comme les racines, les tiges, les feuilles, les tissus

vasculaires. Leur efficacité photosynthétique est plus élevée que les plantes terrestres, car
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I'eau de mer dissoute environ 60 fois plus de CO- que I'atmosphere et trois mille fois plus
que les roches sédimentaires. Leurs rendements de production de la biomasse des
macroalgues sont 15 a 20 fois supérieurs a ceux de la biomasse terrestre. Les algues
regroupent un ensemble de végétaux photosynthétiques trés divers et dont I’appareil
végétatif relativement simple est appelé *thalle*. Le thalle présente une grande diversité de
formes allant de lames simples a des structures plus complexes. Les cellules des algues
possedent les mémes éléments de structure que celles des plantes supérieures. Elles ont une
paroi cellulaire partiellement cellulosique, des petits noyaux et des plastes pigmentés ou
chromatophores (comportant de la chlorophylle souvent masquée par des pigments

surnumeéraires qui donnent aux thalles des couleurs) [43].

Elles ont des formes et des dimensions trés variables macroscopiques. Elles sont
essentiellement aquatiques vivant dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur la
neige ou la glace des régions polaires et des hautes montagnes. D’autres, au contraire, supportent
dans les eaux des sources thermales des températures élevees (algues thermophiles). Elles
comprennent un effectif de 20 000 a 30 000 espéeces dans le monde, soit 18% du regne végétal
[44].

3.3. Parties des algues

Les parties des algues sont :

Thalle : le corps simple ou plus avancé comme la structure est connue comme un thalle.
Lamina ou lames : les principales parties aplaties en forme de feuille photosynthétiques.
Flotteurs : les flotteurs remplis de gaz sont un organe entre la lame et stipe.

Stipe : est une structure en forme de tige, peut étre long et difficile a soutenir.

Crampon : une structure spécialisée en forme de racine

Fronde : désigné comme partie combinée de la lame et du stipe [45].
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Figurel.4 : Morphologie comparée entre une algue et une plante [46].

3.4. Classification

De nombreux critéres écologiques, physiologiques ou biochimiques interviennent
dans la phylogénie des algues comme les structures cellulaires. Les algues marines sont des
organismes morphologiquement et fonctionnellement diversifiés communément divisés
selon leurs pigmentations en trois groupes : algues rouges (Rhodophyta), algues brunes
(Phaeophyceae) et algues vertes (Chlorophyta) [47].

3.4.1. Algues rouges (Rhodophyta)

Plus de 7100 espéces d’algues rouges sont actuellement signalées. Elles sont
diversifiées selon leurs formes varie d'unicellulaire, filamenteux, ramifié .La couleur rouge
de ces algues due a la présence d’un pigment rouge, la phycoérythrine. L'analyse chimique
des matériaux d'algues rouges a révélé la présence des terpénoides : sesquiterpénes, stérols,

caroténoides et chlorophylles [48].
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Les algues rouges sont majoritairement constituées de polysaccharides, de petites
quantités de protéines, de traces des lipides et les matiéres inorganiques. Le corps des algues
rouges contient de grandes quantités de matieres mucilagineuses telles que l'agar ou la

carraghénane [49].

Figurel.5 : Une algue rouge *Gelidium sesquipedal™ [50].

3.4.2. Algues brunes (Phaeophyceae)

La couleur brune de ces algues résulte de la dominance des pigments xanthophylle
et la fucoxanthine qui masque les autre pigments (chlorophylle a et b, et la beta carotene).Les
algues brunes sont principalement diversifiées dans les mers froides et tempérées ou elles

forment les grandes foréts sous-marines et dans les eaux tropicales [51].

Figurel.6 : Une algue brune *Sargassum sp* [52].

3.4.3. Algues vertes (Chlorophyta)

La couleur vertes de ces algues due a la coloration de leurs plastes par les
chlorophylles a et b auxquelles sont associés des carotenes et des xanthophylles. Les algues




vertes contiennent des polysaccharides tels que : cellulose, mannane, rhamnane sulfaté, et
les types ulvans et les Sous-unités monosaccharidique comme : le glucose, le mannose, le
rhamnose, le xylose, I’acide iduronique et I’acide glucuronique [53].

Elles se produisent dans le monde entier, genéralement dans les eaux tropicales peu
profondes et habitats marins subtropicaux. Par exemple : la famille des Caulerpaceae du

genre Caulerpa, Caulerpa prolifera [54].

Figurel.7 : Une algue verte *Caulerpa prolifera* [55]

3.5. Utilisations
Les algues marines sont couramment utilisées aujourd'hui en :

e Industrie ;

e Alimentation humaine et animale ;
e Production de biocarburants ;

e Domaine biologique ;

e Domaine pharmaceutique ;

e Etautre domaine [56], [57].

4. Conclusion

Les microorganismes marins en particulier les actinobactéries, ont été évolué avec la
plus grande diversité génomique et métabolique, les efforts devraient étre orientés vers
I'exploration des actinobactéries marins comme source de nouveaux métabolites
secondaires. L'exploitation des actinobactéries marins comme source de nouveaux
métabolites secondaires n'en est qu'a ses débuts. Méme avec les efforts de dépistage limités

qui ont été consacrés a ce jour aux actinobactéries marins.




CHAPITRE 2 : ACTIVITE KERATINOLYTIQUE

1. Introduction

Avec l'avénement de l'ere industrielle moderne, ou I'humanité a révolutionné
technologiquement, de nombreux problemes environnementaux et sanitaires sont également
apparus en raison de divers produits chimiques utilisés pour la réalisation de divers processus
industriels, et ce préjudice a appelé a des alternatives. Le remplacement de la catalyse
chimique par la bio-catalyse est I'une des solutions efficaces pour faire face a ce probleme.
Plusieurs biocatalyseurs microbiens peuvent étre utilisés efficacement dans divers procédés
biotechnologiques et industriels. La kératinase est I'un des biocatalyseurs impératifs, qui a
une capacité unique a degrader des protéines hautement récalcitrantes, résistantes et
abondantes appelées kératines, qui constituent diverses structures épidermiques de vertébrés
comme les plumes, les cheveux, les ongles et autre. Chaque année, des millions de tonnes
de déchets kératiniques sont générés par la volaille, I'élevage et les industries de
transformation, ce qui met en évidence une utilisation potentielle des enzymes

kératinolytiques pour la gestion des déchets solides.

2. Kératine

2.1. Historique

Selon la littérature, la premiére utilisation de la kératine a été rapportée le 16°™ siécle
pour les applications médicinales par un herboriste chinois Li Shi Zhen. Il a suggéré une
substance appelée Xue Yu Tan qui a était principalement dérivée a partir de cheveux
humains pyrolysés. En 1850, la recherche était basée sur les méthodes d'extraction de la
kératine de différentes sources et pour la dissoudre comme les autres protéines. En 1940, la
recherche scientifique était pour le but de mieux comprendre les propriétés de la fibre
kératinique par I’utilisation du microscope électronique, la diffraction des rayons X et
d'autres méthodes. Depuis les années 1970, il y a eu des progrés exponentiels dans les
techniques utilisées pour extraire et caractériser les kératines et leurs dérivés. Ainsi, toutes
ces recherches ont jeté une base solide pour de nouvelles recherches dans le domaine des

biomatériaux a base de kératine pour diverses applications [58].

j



2.2. Définition

Le terme «kératine» comprend un mélange complexe de protéines, telles que les
kératines et les protéines associées a la kératine. La kératine est une protéine du cytosquelette
intracellulaire riche en cystéine qui se trouve dans le cytoplasme de presque toutes les
cellules eucaryotes différenciées. Les kératines appartiennent a la famille des protéines
fibreuses qui devraient posséder de vastes applications biomédicales en raison de leur
abondance, propriétés physico-chimiques et les activités biologiques intrinséques [59]. La
kératine est un matériau biologique, chimiquement inerte et un biopolymere naturel qui a
une structure mécanique solide en raison du niveau abondant de réticulations disulfures, des
interactions hydrophobes et des liaisons hydrogene. Par rapport a d'autres protéines connues,
la kératine présente une stabilité plus élevée et une solubilité inférieure pour la réticulation
des liaisons disulfure de cystéine. En outre, la liaison hydrogéne, les liaisons hydrophobes
et ioniques sont essentielles a la stabilité de la kératine. Les kératines sont insolubles dans
I’eau, dans les acides faibles, les solutions alcalines, et dans les solvants organiques car la
structure des kératines contient : liaison hydrogéne, interactions hydrophobes et ponts
disulfure entre les molécules individuelles vis a vis présence d’un pourcentage ¢levé de

soufre contenant principalement la cystéine.

Les protéines de kératine ne sont solubles que dans les solutions contenant des agents
dénaturants comme l'urée et des agents réducteurs tels que mercaptoéthanol, qui sont

capables de cliver le disulfure de kératine [60].

2.3. Structure

La kératine résulte de la condensation de 18 acides aminés différents, ces derniers
ont éte identifiés et doseés, les résultats montrent que cette protéine contient la cystine (entre

14 et 16,8%) en grande proportion et (entre 14,3 et 15,5%) de I’acide glutamique.

Au niveau moléculaire, la caracteristique la plus distinctive des kératines est la forte

concentration de résidus de cystéine (7 a 20% du total des résidus d'acides aminés) [61].

Avec la cystéine est un acide aminé non polaire qui contient des groupes soufre qui
peuvent forment des liaisons soufre - soufre (S \\' S) cystine avec d'autres molecules Cys intra

ou intermoléculaires. Les liens croisés entre la cystine intermoléculaire se lie avec d'autres
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caractéristiques structurales des protéines, comme la cristallinité et la liaison hydrogene,
donne & la kératine sa haute résistance et sa rigidite.

2.4. Classification des kératines

Les kératines sont des protéines dont les chaines se présentent en hélice (a-kératine)

ou en feuillet (B-keratine), qui se replient en forme tridimensionnelle [62].

2.4.1. a-Kératine

L'a-kératine est principalement présente dans les matieres épidermiques dites de

mammiféres, telles que les cheveux, la laine et la corne. Pour les a-keratines, désigne le

*filament intermédiaire* qui représente le caractéristique vue par microscopie électronique

a transmission et montre une taille intermediaire (7—10 nm de diamétre) [63].

2.4.2. B-kératine

Pour les B-kératines, le «filament» est appelé «filament béta-kératine» et a un
diameétre de 3 a 4 nm. La B-kératine a une teneur en glycine plus élevée et donc plus d'acides
aminés non polaires que 'a-kératine. La structure de b-kératine est une feuille plissée, elle
est stabilisée par deux facteurs :

e Les liaisons hydrogéne entre les brins béta contribuent a la formation d'une feuille

e La planarité de la liaison peptidique [64].
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Figure2.1 : Représente la structure des kératines alpha et béta [65].
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2.5. Propriétés

La kératine a les propriétés de biocompatibilité, de biodégradabilité et elle possede
une surface hydrophile.la kératine peut promouvoir son utilisation comme I'un des matériaux
pour des applications biomédicales, y compris la cicatrisation des plaies, les tissus dispositifs

d'ingénierie et d'administration de médicaments.

> La biocompatibilité :
La biocompatibilité fait référence a la capacité des matériaux a interagir avec cellules
hétes sans produire de cytotoxicité systématique et locale, mutagenese, carcinogenése,

réponses allergiques, irritation et inflammation.

> La biodégradation :
La biodégradation est définie comme le processus chimique par lequel les

biomatériaux implantés se décomposent par hydrolyse a partir des microorganismes [66].

2.6. Sources

Les kératines sont divisées en deux catégories de kératines épithéliales (molles) et
les kératines trichocytaires (dures).

Les kératines molles contiennent 1% de teneur en soufre (cystéine (<3%)), elles stabilisent

les cellules dans les epithéliums. Elles se trouvent dans la couche cornée de la peau.

Les kératines dures contiennent 5% de teneur en soufre (cystéine (4-17%)), elles agissent
comme echafaudage structurel. Elles se trouvent dans les structures liées a I'épiderme,
comme la laine, les poils, les plumes, les ongles et les cornes et les sabots des mammifeéres,

les reptiles et les oiseaux [67].

Parmi les sources kératiniques on a :

_Kératine des cheveux humains

Les cheveux humains en fonction de leur teneur en humidité sont constitués de 65 a
96% protéines, 1-9% de lipides, 3% de mélanine et autres composés mineurs .les cheveux
humains contiennent principalement 5 a 12 couches de béta-kératines responsables de
protection des couches internes contre les dommages physiques et chimiques et retenir

I’humidité [67].
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_Kératine de laine

La structure de la fibre de laine est extrémement complexe et contient environ 82%
protéines kératiniques riches en cystéine, environ 17% de protéines non kératiniques faible
en cystéine située dans la membrane cellulaire et environ 1% de matiére non protéique

constituée de lipides cireux et d'une petite quantité de polysaccharide [68].

_Kératine en plumes

La kératine des plumes de poulet contient plus de certains acides aminés tels que
I'alanine, la glycine, la sérine, la valine et la cystéine, mais un pourcentage inférieur de

lysine, de tryptophane et de méthionine [69].

Les plumes contiennent plus de 90% de protéines kératiniques et sont probablement
les plus protéines abondantes et les moins chéres disponibles. Les plumes sont considérées
comme des sous-produits animaux. La plume de volaille constitue jusqu'a 10% du poids
corporel total du poulet et produit d'énormes quantités dans les abattoirs de volaille ainsi que
dans le ménage pendant la transformation de la volaille. Annuellement, plus de 5 million de
tonnes de plumes sont produits chaque année par I’industrie de la volaille (un poulet vivant
de 2 kg produit 180g de plumes).Ces milliards de kilogrammes de plumes ont créé un grave
probléme de déchets solides partout dans le monde [70]. Les plumes sont composées de trois
parties : I'axe central (rachis), calamus et barbes ou barbules, qui contiennent principalement

de la béta-kératine.

Barbules

Figure2.2 : Schéma de la structure d’une plume [71].
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3. Kératinase

3.1. Généralité sur les enzymes

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques de nature protéique fabriquées par
I'organisme. Elles sont constituées des milliers d’acides aminés liés avec des chaines
linaires. Ces acides aminés différent dans leur nature chimique, sont liés entre eux par des
liens covalents appelés liens peptidiques [72].Les enzymes sont essentielles a presque tous
les processus de la vie et vitales pour la biotechnologie industrielle ou le diagnostic
médical. De 30 a 40% de tous les génes codent pour des enzymes. lls permet I'activation ou
I'accélération des réactions chimiques par des voies métaboliques précisément coordonnées
al'intérieur des cellules et sont indispensables pour se défendre contre les agents pathogénes
et d'autres processus. Ces enzymes jouent un role dans toutes les fonctions. Les fonctions
des enzymes dépendent de nombreuses caractéristiques, telles que leur séquence, leur

structure tridimensionnelle, leur stabilité et leurs interactions avec d'autres molécules [73].

Il existe plusieurs types des enzymes tel que ; lipase, protéase... etc.

Les enzymes protéolytiques (protéases ou protéinases) font partie de la classe des
hydrolases. En effet, ce sont des enzymes qui catalysent I’hydrolyse des protéines dans des
sites bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une
chaine peptidique et sont produites extracellulairement ou intracellulairement. Ces enzymes
sont généralement synthétisées sous forme de zymogenes inactifs, ce qui permet de protéger
la cellule contre tout effet désastreux. Elles ont beaucoup de fonctions physiologiques,
variant de la digestion générale des protéines a des processus régulatrices plus spécifiques.
Elles représentent la seule classe des enzymes qui occupe une place essentielle dans les
différentes applications industrielle, biotechnologique, médicinale et dans d’autre domaines.
Les protéases microbiennes représentent approximativement 60 % du marché mondial des
enzymes. La plupart des protéases commercialisées, essentiellement sont produites par des

souches d’actinobactéries du genre Streptomyces [74].

Parmi ces enzymes protéolytiques on trouve les kératinases.
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3.2. Définition

Les kératinases ou enzymes kératinolytiques sont généralement des protéases a
serines ou des métalloprotéases. Ils représentent I’un des plus importants groupes d’enzymes
protéolytiques qui ont un grand intérét industriel et de larges applications dans différents
secteurs. Ces enzymes ont la capacité d’hydrolyser les kératines plus efficacement que
d’autres protéases. Ce sont des enzymes qui dégradent facilement la kératine des plumes, de
laine et des cheveux et d’autres substrats kératiniques [75]. Elles ont été classées comme des
protéinases de mécanisme inconnu tel que recommandé par ’ITUBMB (Union internationale
de biochimie et de biologie moléculaire) avec le numéro [EC 3.4.21/24/99.11]. Des
recherches récentes ont indiqué que les kératinases sont comme les protéases a sérine en
raison de leur homologie élevée (97%) avec les protéases alcalines et leur inhibition par les

mémes inhibiteurs que les protéases a sérine [76].

Figure2.3 : Structure 3D en rubon des keratinases complexes [77].

Ces enzymes kératinolytique attaquent principalement les ponts disulfures du
substrat non soluble par clivage de ces derniers ce qui permet 1’attaque deS protéases
extracellulaires et donne en définitive une accumulation de sulfocysteine, I’excés de soufre
est oxydé en sulfite et en sulfate ou en thiosulfate qui se concentre dans le milieu réactionnel

[78]. Des études utilisant des substrats synthétiques ont montré que ces enzymes ont




tendance a hydrolyser les liaisons peptidique au niveau de lamine des acides aminés
aromatiques et hydrophobes.

E. Jospord (2005)
SPOEB Viewer

Figure2.4 : Représentation schématique des ponts disulfures entre les résidus de

cystéines [79].

3.3. Origine de kératinases

Les kératinases sont produites par une grande variété de bactéries, champignons et
d'actinomycetes qui sont de nature omniprésente, en particulier dans les sites de déchets
kératiniques tels que les décharges de plumes et les déchets des abattoirs [80].Les
actinomycetes kératinolytiques marines ont été isolés a partir de divers sites et ont montré la
capacité d'hydrolyser divers substrats kératiniques avec des structures différentes. Parmi les
souches d'actinomycétes d’origine marines, le genre Streptomyces était principalement

utilisé pour la biodégradation de la kératine.

Certains Streptomyces mésophiles tels que Streptomyces Ibidoflavus [81], Streptomyces
graminofaciens, et Streptomyces flavis 2BG ont été identifiés comme des souches
kératinolytiques. Les principales souches thermophiles des especes d'actinomycétes
kératinolytiques impliquent Streptomyces albidoflavus, Streptomyces fradiae, Streptomyces
graminofaciens, Streptomycespactum. Deplus, Streptomyceshermonitrificans et Streptomyc
es gulbarguensis ont été détectés dans les eaux comme divers actinomycétes kératinolytiques

ont été identifiés montrant leur capacité a générer différents types de kératinases [82].
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3.4. Mécanisme de biodégradation de la kératine

La biodégradation de la kératine par l'action des kératinases microbiennes est trés
compliquée ; cependant, c'est une approche peu colteuse pour éviter la consommation
d'énergie et le manque d'acides aminés significatifs. Les mécanismes de dégradation de la
kératine varient en fonction du type d'organisme (les bactéries, les champignons et les
actinobactéries). La réticulation des kératines par de forts ponts disulfures empéche leur
décomposition par des protéases communes. Donc 1’hydrolyse de la kératine nécessite une

nouvelle génération de protéase, représentée sous forme de kératinases [83].

Au début, des études antérieures ont élucidé le processus de biodégradation de la
kératine se limitant aux enzymes protéolytiques. Par la suite, la structure de la kératine a été
tout a fait reconnue, et le mécanisme d'hydrolyse de la kératine pourrait ainsi étre réalisé par

la séparation des liaisons disulfure fortes dans les chaines polypeptidiques de la kératine.

Une hypothese a été proposée sur la base d'un autre processus connu sous le nom de
sulfitolyse qui pourrait étre synergiqguement contribué avec I'enzyme protéase pendant le
processus de kératinolyse .La sulfitolyse a été rapportée par Kunert [84] selon des études sur
la dégradation de la laine native. Au cours de la sulfitolyse, la division des liaisons disulfure
entre les chaines polypeptidiques de la kératine en utilisant le sulfite inorganique pourrait
survenir et des groupes thiol ont été libérés. De plus, les liaisons disulfures de la laine de
kératine ont été clivées en cystéine et en sulfocystéine, ce qui a entrainé une dénaturation
des protéines.La sulfitolyse provoque la dénaturation de la structure de la kératine et génére
des sites actifs plus spécifiques pour les protéases, qui facilitent I'action ultérieure de la

protéase.
Feductase (kératine) Protéase
K-5-5-K » K-SH » iPeptideIAcide aming
(Kératine native) (K ératine réduite) (Produit)
CYS-8-5-CYS + HSO? » CYS-SH+ CYS-5073

Figure2.5 : Schéma représentant le mode d’action des kératinases sur les substrats
kératiniques par clivage des ponts disulfures [79].
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Concernant les actinobactéries, la décomposition de la kératine commence par une
croissance mycelienne sur la surface de la kératine suivie d'une sulfitolyse et d'une
protéolyse. Sangali et Brandelli [85] ont proposé un mécanisme reposant sur l'action de
I'enzyme disulfite réductase, qui pourrait facilement réduire les liaisons disulfure des plumes
par I'action de la souche Vibrio Kr2. En outre, Yamamura [86] a avancé un autre mécanisme
de dégradation de la kératine par les kératinases d’actinobactéries. Ce mécanisme a élucidé
I'nydrolyse de la kératine via l'activité a la fois de la protéine de type disulfure réductase et
de la protéase qui ont été détectées dans la culture de Stenotrophomonas sp. D-1 pendant la
décomposition de la kératine. Par ce processus, les liaisons disulfures sont réduites par la
disulfure réductase générant une protéine partiellement dénaturée par conséquent, la protéase
a l'accessibilité d'hydrolyser la kératine en tant que substrat et des produits solubles
impliquant des peptides et des acides aminés seraient libérés. D'autre part, Qu et al [87] ont
postulé une nouvelle proposition concernant le mécanisme de dégradation des
plumes. Remarquablement, trois enzymes ont été identifiées a partir du surnageant de culture
comme une sérine protéase. Par conséquent, les influences synergiques des trois enzymes
sur le processus de dégradation ont été étudiees, ce qui révele un nouveau mécanisme de
dégradation des plumes ; Cependant, d'autres investigations minutieuses doivent étre menées

pour déterminer le site de liaison de chaque enzyme a l'intérieur de la kératine.

L'élucidation du mécanisme de dégradation de la kératine nécessitait une souche
kératinolytique idéale qui pourrait coloniser exclusivement des substrats kératiniques avec
une forte affinité pour se dégrader. Les enzymes impliquées dans la culture été discernés en
utilisant des approches génomiques et protéomiques, illustrant la présence de trois protéases
représentant respectivement une exoprotéase, une endoprotéase et une oligopeptidase. De
plus, la disulfure réductase et le sulfite pourraient accélérer la vitesse de dégradation de la
kératine, lors de I'ajout aux trois enzymes précédentes [88].
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Figure2.6 : Représentation schématique de la dégradation des liaisons disulfure et peptide
de kératine [89].

3.5. Applications des kératinases

Les kératinases ont plusieurs utilisations importantes dans les processus
biotechnologiques. L'utilisation de ces enzymes comme alternative a I'épilation, catalyseur
dans l'industrie du cuir, dans les engrais azotés a libération lente, les cosmétiques et les films

biodégradables et d’autre application comme :




Applications alimentaires ;
Industrie des détergents ;

Domaine pharmaceutique et médicale ;

AR NERN

Traitement des eaux usées industrielles [90].

3.6. Production de kératinases

La production de kératinase par les actinobactéries marines est inductible car la
biomasse kératinique dans les milieux de fermentation, en I'absence de toute autre source de
carbone et d'azote, oblige les espéces microbiennes a exprimer les genes de la kératinase. Les
caractéristiques du processus de production d'enzymes inductibles offrent I'avantage que I'on

ne voit pas avec les systémes de production d'enzymes constitutifs [91].

La production de kératinase par le procédé enzymatique inductible offre le double
avantage de produire de la kératinase extracellulaire et des produits de dégradation de la
biomasse qui peuvent avoir une viabilité économique. L'importation de biomasse kératinique
agro-déchet dans la constitution des milieux pour la production de kératinases est un autre

avantage important car les processus de production en amont seraient tres rentables.

L'utilisation de la biomasse kératinique de déchets agro-industriels ouvrirait de
nouvelles perspectives dans la production et I'application de la kératinase. Par conséquent,
I'exploration microbienne des nouvelles kératinases doit rester d'actualité et, en tant que telle,
I'étude rapportée ici a été congue pour optimiser certaines variables de processus qui
amélioraient la production de kératinase [91].

3.7. Test de kératinases

L'activité kératinolytique a été déterminée par la méthode modifiée de Letourneau,
qui utilise I'azur de kératine comme substrat kératinique. L'azur de kératine a été mis en
suspension dans du tampon carbonate (10 mM, pH 10) a une concentration de 4 mg/ ml. Le
mélange réactionnel contenait 1 ml d'enzyme et 1 ml de suspension de kératine
azur. L'échantillon a été incubé a 37°C, 300 tr / min pendant 1 h. Aprés incubation, le
mélange a été maintenu dans de la glace pendant 15 min, suivi d'une centrifugation a
5000 g pendant 15 min pour éliminer le substrat inutilisé. Le surnageant a été mesuré par

spectrophotométrie a 595 nm [92].
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3.8. Optimisation de la production de kératinases

Tableau2.1 : Paramétres optimisés de quelques microorganismes.

3 D
g g Concentrat | pH | Source de | Source | Tempér Temps Référe
c
o g ion de carbone | d’azote ature d’incubat | nces
S
§ %! plumes d’incuba -ion
(&}
pS tion
Bacillus Cereus 10-20g/L 8- Lactose | Caséine 37°C 5Jours | [93]
10
Trichoderma 15¢/1 8.5 | Glucose Extrait 37°C 4 Jours | [94]
HZN12 de
Harzianum levure
Streptomyces 59/L 9 Amidon Extrait 28°C 5Jours | [95]
sp.2M21 de
levure
Streptomyces sp 20g/L 8 | Amidon | Extrait 30°C 4Jours | [96]
Strain 16 de
levure
Streptomyces 10-15¢/L 9 Amidon | Caséine 45°C 5Jours | [97]
Gulbargensis
A keratinilytica 20g/L 9 | Galactose | Extrait 45°C 7 Jours | [98]
Cpt 29 de
levure

4. Conclusion

Les kératinases sont des enzymes a pour le but de degrader les kératines, leurs
propriétés physicochimiques est importantes pour effectuer la dégradation, les kératinases
ont des propriétés spécifiques pour cela il faut les caractériser et les contréler. Ces enzymes
sont utilisées pour 1’élimination des déchets kératinques et pour cela les recherches sont de

lors de développement.
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CHAPITRE 3 : PARTIE EXPERIMENTALE

1. Présentation de travail

Notre travail de recherche a été réalisé entre le 21 février et le 12 mars 2020 au niveau
du Laboratoire Pedagogique au pavillon 5 et au sein du Laboratoire de Recherche « Produits
naturels» au pavillon 8 de la faculté des Sciences département de chimie, Université SAAD
Dahlab BLIDA.

2. Matériel

2.1. Matériel analytique
Le matériel utilisé dans ce travail est le suivant :
e Autoclave ;
e Balance;
e FEtuve;
e pH-metre ;
e Agitateur ;

e Incubateur.

2.2. Matériel biologique

% Les microorganismes cibles utilisés dans cette étude sont les actinobactéries
marines (Streptomyces).

3. Méthodologie

3.1. Préparation de la farine de plumes

Le substrat utilisé pour la mise en évidence de I’activité kératinolytique des souches
sélectionnées est la farine de plumes issue de plumes des poulets.
Les plumes sont collectées au niveau d’une ferme avicole située a Chaiba (Wilaya de

Tipaza).
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Figure3.1 : Site de la ferme avicole.

Les étapes de transformations des plumes de volaille en farine sont décrites ci-dessous :

» Les plumes subissent plusieurs lavages a I’eau du robinet et un dernier lavage a I’eau

distillée.

» Séchage a 150 °C pendant 10 min a 1’aide d’une étuve.

» Apres séchage les plumes sont découpées en petits morceaux.

» Broyage a I’aide d’une broyeuse et tamisées pour €liminer les grosses particules et

avoir une farine homogeéne.




des plumes a I'eau
du robinet et un
demier par |'eau distillée

Broyage et filtrage

Figure3.2 : Schéma représentant les étapes de préparation de la farine de plumes.
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3.2. Repiquage des actinobactéries (Streptomyces)

Les actinobactéries ont été isolés sur le milieu ISP2 solide (Information : Le
milieu ISP2 est un milieu riche qui est couramment utilisé pour la culture de

nombreux Streptomyces spp [99]).

Les principales étapes de repiquage sont appliquées successivement comme suit :

+¢+ Préparation milieu ISP2 : On dissout : 4 g Extrait de levure et 10 g Extrait de malte
dans un litre de I'eau distille. On ajuster le pH de la solution a 7,2 avec HCI 0,1N et
ajouter 20 g d'Agar bactériologie en agiter bien la solution. Enfin, on stériliser la
solution préparée pendant 20 min a 120°C dans l'autoclave.

« Ensuite, on va diviser notre solution sur 6 flacons de 250 ml, et mettre les flacons
dans un autoclave pendant 20 min a 120°C pour la stérilisation.

+ Enfin, on va mettre notre milieu ISP2 dans des boites de pétri, et faire le repiquage
sous la hotte, Le repiquage correspond a 1I’ensemencement des actinobactéries d’une

boite & une autre, puis incubés dans un incubateur a 37 °C pendant 48 & 72h.
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FIGURES.3 : Représente les étapes de 1’isolement et le repiquage.
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DISCUSSION

D’aprés la littérature, I'effet des variables du processus sur la production
extracellulaire de keératinase par les microorganismes (champignons, bactéries et
actinobactéries d’origines marines) a étudié en utilisant une approche a une variable a la fois.
La concentration des plumes variait de 5 a 20g / L. Le pH de fermentation initial varie de 8
a 10. Les effets du dopage du milieu de fermentation avec des sources supplémentaires de
carbone et d'azote ont été évalués. Les sources de carbone évaluées comprenaient le glucose,
le fructose, I'amidon et le galactose. De méme, les sources d'azote incluses étaient I'extrait
de levure, I'extrait de malte, la caséine. La température d’incubation varie de 28° a 45°C est

le temps d’incubation varie de 4 a 7 jours.

e Pour Bacillus Cereus on a trouvé les résultats suivants :
La concentration de plumes est de 10 a 20 g/L, le pH est 8, la source de carbone est le lactose,

la source d’azote est la caséine, la température d’incubation est 37°C  avec 5 Jours

d’incubation [93].

e Pour Trichoderma HZN12 harzianum :
La concentration de plumes est 15 g/L, le pH est 8.5, 1a source d’azote est I’extrait de levure
et le glucose comme une source de carbone, le temps d’incubation est 4 Jours avec 37°C

température d’incubation [94].

e Pour Streptomyces sp.2M21 :
La concentration de plumes est 5 g/L, le pH est 9, la source d’azote est I’extrait de levure et
I’amidon comme une source de carbone, la température d’incubation est 28°C avec 5 Jours

d’incubation [95].
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e Pour Streptomyces sp Strain 16 :
La température d’incubation est 30°C avec 4 Jours d’incubation, le pH est 9, la source
d’azote est I’extrait de levure et ’amidon comme une source de carbone avec une

concentration de 20 g/L pour la farine de plume [96].

e Pour Streptomyces Gulbargensis :
La concentration de plumes est de 10 a 15 g/L, le pH est 9, I’amidon comme une source de
carbone, la caséine comme une source d’azote, la température d’incubation est 45°C avec

5 Jours d’incubation [97].

e Pour A keratinilytica Cpt 29 :
On trouve que la concentration de plumes est de 20 g/L, le pH est 9, la source de carbone est
le galactose, et I’extrait de levure comme une source d’azote, la température d’incubation

est 45°C avec 7 Jours d’incubation [98].
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CONCLUSION GENERALE

Les Kkératinases sont des enzymes polyvalentes et précieuses qui dégradent les
kératines et similaires protéines récalcitrantes. Sensibilisation accrue a leurs applications
biotechnologiques et potentielles a donné une forte impulsion a I'étude de ce groupe de
protéases alcalines. Diverse des groupes de micro-organismes comme les actinobactéries
sont capables de produire des kératinases et d'autres sont découverts chaque année. La
connaissance de leurs caractéristiques chimiques et biochimiques améliore la
compréhension qui est nécessaire pour explorer pleinement leur valeur. Des plus établis
applications biotechnologiques, les kératinases se sont avérées trés efficaces dans la gestion
et valorisation des déchets kératiniques et amélioration nutritionnelle de Il'alimentation
animale. L'utilisation de kératinases comme agents de lutte biologique est une perspective
passionnante pour l'agro-industrie et la santé publiqgue domaine. L'implication des
kératinases et de leurs hydrolysats dans la production de bioénergie peut contribuer a

atténuer une partie de la demande mondiale d'énergie provenant de sources non durables.

D’apres les travaux précédents, on conclut que la concentration des plumes variait de
5a20g/ L. Le pH de fermentation initial varie de 8 a 10. Les effets du dopage du milieu de
fermentation avec des sources supplémentaires de carbone et d'azote ont été évalués. Les
sources de carbone évaluées comprenaient le glucose, le fructose, l'amidon et le
galactose. De méme, les sources d'azote incluses étaient I'extrait de levure, I'extrait de malte,

la caséine. La température d’incubation varie de 28° a 45°C est le temps d’incubation varie

de 4 a7 jours.
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