I 1

I

|

.

| REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
i MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR

i ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

o UNIVERSITE SAAD DAHLEB -BLIDA 1

H Faculté des sciences

% Département chimie

[

| MEMOIRE DE FIN D’ETUDE EN VUE DE L’OBTENTION
I DU DIPLOME DE MASTER EN CHIMIE

Spécialité : chimie des produits naturels

Présenté par
DOUIDI Aya

DEHRI Hadjer

Théme

Criblage et sélection des bactéries keratinolytique
isolées d’algue rouge : Etude chimique de la
biomoléecule cible de nature protéinique.

Devant le jury composé de

M. ZAHI. M.R.

i
Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

Il

i

i M. EL HATTAB M.
‘o‘%

i

M. BADIS A.
Il
i
H
Il
i
H
1|
i
[
Il

USDB-1
USDB-1

USDB-1

Promotion : 2020

Président
Examinateur

Promoteur

oo e0
o

%
[
&
{
&
{
&
{
&
|
&
{
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
K
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
&
|
K
|
K
|
S
|
K
|
K
|
A
s
|
s
|
s
|
s
|
s
|
s
|
s
|
|
s
|
s
|
|
s
|
s
|
s
|
s
|
s
|
A
|
A
s
|
A
s
|
A
|
S
|
K



e@;ﬂw@/ﬂﬁm

Nos remerciements vont avant tout, a DIEU tout puissant pour la volonté, la santé et la
patience qu’il nous a donné durant toutes ces longues années d’études afin que nous puissions
arriver a ce stade. Et enchallah aller encore plus loin dans un accomplissement personnel et

professionnel.

Nous tenons aussi a présenter nos sinceres remerciements a notre encadreur le Pr.BADIS A.
et a Mr.EDDOUAOUDA K. pour la confiance qu’il nous on accordée en Acceptant cet
encadrement, Pour leur disponibilité tout au long de 1’¢laboration de ce mémoire, pour leur

aide,, et surtout pour leur patience dans la correction de ce mémoire.

Nos vifs remerciements vont aux membres du jury ,pour l'intérét qu'ils ont porté a notre

travail en acceptant de I'examiner et d’enrichir le débat par leurs propositions.

Finalement, nous remercions tous ceux ou celles qui ont contribué de prés ou de loin a

I’accomplissement de ce mémoire : nos amis pour leurs conseils, nos proches pour leur

soutien.



Dffozons

Cette thése est dédiée a :

Je dédie ce travail a mes chers parents, qu’ils trouvent ici le témoignage de ma
profonde gratitude pour leur amour, leur encourage et leur soutien tout au long

de mes études.
A ma grande sceur pour son affection et son soutien

A mes beaux freres pour leur aide, leur générosité et leur disponibilité

A mon cher mari pour son soutien avec de toutes ses forces et ses encouragements, jour et

nuit et il n’a pas laisse mes mains un instant.
A mes petits anges neveux et niéces
Et a toute ma famille maternelle et paternelle

A mes tres cheres amies en témoignage de [’amitié qui nous unit et des souvenirs de tous les
moments que nous avons passés ensemble, je vous dédie ce travail et je vous souhaite une vie

pleine de succés et de bonheur

A mon chere amie aussi mon bindme aya qui a supportée mes crises de stresse, qui m’a
apportée son aide a chaque instant, et avec qui j’ai partagé mes plus beaux éclats de rire, tu

es ma meilleure

Et a tous ceux qui ont contribué de prés ou de loin pour que ce projet soit possible, je vous dis

merci

Hadjer



Oettsoace

Je dédie ce travail & mes trés chers parents, rien au monde ne pourrait compenser tous les
sacrifices que vous avez consentis pour mon eéducation et bien étre, afin que je puisse
poursuivre mes études et réaliser mes objectifs. Mon plus vif espoir est de vous voir a mes
cotés le plus long possible. Je vous dois tout, veuillez trouver dans ce modeste travail, le
témoignage de mes profonds sentiments. Puisse Dieu, le Tres Haut, vous accorder sante,

bonheur et longue vie et faire en sorte que jamais je ne vous décoive.

A ma chere sceur MOUNA et mon petit frere MONCEF
qui m’ont donné, I’amour et le courage de surmonter toutes les épreuves. merci de m’avoir
soutenu dans le pire et dans le bon, je vous souhaite une vie plein de bonheur et que dieu

Vous protege et vous garde .

A la mémoire de mon GRAND-PERE

J’aurais tant aimé que tu sois présents, que Dieu ait ton ames dans sa sainte miséricorde

A ma bindme et mon amie HADJER
merci pour les année et les bon moments qu’on a passé ensemble, pour ton aide et ton bon
humour, et pour ton soutien dans les moment difficile ; bon courage pour la suite je te
souhaite que du bonheur.

A toute ma famille et A tous ceux que j ‘aime.

AYA



ga—alall

Ml sl G il el sall e lia (8 (e i)l il (e (kY Bl (el 2 cale S
aal maal s crlaall (55 () (0 %7-5 Gl Jiars ) Sl 5 A8 eDlginl ) (533 Laa ¢ ol YL
OIS 5 %690 (e eledlad Caraay A 5 Ledd (S W (Al Ay I () S 5 Al dlirda sy A )l 2l slall
Yl Cilide i Lt Gabaal) 5 el palaa¥) 5 claianll lam | jacae ¢ 5 o oSy el A
Adll g dpeluall

OB el a5 5 ) A dlan Y 52 sl (o S 8L (o 5 5 A M ol 50350 Bplil) Loy llgis
Aiae) mlaatU Aial) latiall 3 (il et Ylad Sa (55 o S S0 Ui 08 e 8180 a5
Al

Gl gecalladally Aleaiall 45 yall Uy Sl 5 ¢y yaall calladall « (gl Lol Al yo Ao 3 5 el 18 A
Leliaelat s (S0 5f) Ll S oy 5 o5 ) Cpments el S & S0 S e i
bl Jasllale iy i all s2a caleSiul 385 Al 5 e liall

Atlaas Al al) - (5 panl essad) - ) Jlasll Blss - Al - A el LSl Aaliial) cilal)



Abstract

Annually, millions of tons of feather waste are discarded by the poultry industries. The
feathers are land filled or incinerated, resulting in energy consumption and environmental
pollution. Feathers consists 5-7% of the total weight of chickens and have become one of the
main pollutants due to their recalcitrant. Feather, insoluble and hardly degradable, consists of
90% keratin. Therefore, it can be a good source of peptides, amino acids and minerals for use

in various industrial and environmental fields.

Traditional methods of feather degradation consume a large amount of energy and reduce
the overall quality of protein. However, the degradation of keratin by keratinolytic bacteria
can represent an effective solution for the enhancement of feathers in products rich in

essential amino acids.

In this context, we are focusing on an in-depth study dealing with: marine algae, marine
bacteria linked to algae, methods and techniques for the isolation of keratinolytic bacterial
strains, optimization of the production and characterization of keratinolytic enzymes (or
keratinases) and their industrial and environmental applications. This study was completed by

a general synthesis of previous work.

Key words: Marine bacteria - Screening - Keratinolytic activity - Biomolecule — Chemical

study.



Résumé

Chaque année, des millions de tonnes de déchets de plumes sont rejetés par les
industries avicoles. Les plumes sont mises en décharge ou incinérés, ce qui entraine une
consommation d’énergie et une pollution de I’environnement. Les plumes représentent 5 a 7%
du poids total des poulets et sont devenues 1’un des principaux polluants en raison de leur
nature récalcitrante. La plume, insoluble et difficilement dégradable, est constituée de 90% de
kératine. Par conséquent, elle peut étre une bonne source de peptides, d’acides aminés et de

minéraux a utiliser dans divers domaines industriel et environnemental.

Les méthodes traditionnelles de dégradation des plumes consomment une grande quantité
d’énergie et réduisent la qualité globale des protéines. Cependant, la dégradation de la
kératine par les bactéries kératinolytiques peut représenter une solution efficace pour la

valorisation des plumes en produits riches en acides aminés essentiels.

Dans ce contexte, nous nous focalisons sur une étude approfondie traitant: les algues
marines, les bactéries marines liées aux algues, les méthodes et les techniques d’isolement des
souches bactériennes kératinolytiques, 1’optimisation de la production et la caractérisation des
enzymes Kkeératinolytiques (ou kératinases) et leurs applications industrielle et
environnementale. Cette étude est achevée par une discussion générale sur les travaux

antérieurs.

Mots clés : Bactéries marines — Criblage — Activité kératinolytique — Biomolécule —Etude

chimique .
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Introduction




Introduction générale

La grande diversité des organismes marins offrent une source riche de plusieurs composés
naturels bioactifs avec diverses activités biologiques. L'intérét de ces organismes et de leurs
métabolites se situe dans tous les domaines des biotechnologies. Les molécules identifiées
peuvent aussi constituer des modéles moléculaires pour 1’élaboration de nouveaux produits,

notamment en sant¢ humaine ou pour 1’environnement [1, 2].

Par ailleurs, les propriétés bioactives des algues marines qui occupent une place
importante dans le milieu marin avec plus de 1200 espéces appartenant a tous les niveaux
évolutifs. Beaucoup d’espeéces d’algues marines viennent souvent accompagnées de plusieurs
souches bactériennes [3]. Les réactions métaboliques impliquant les enzymes permettent aux

différentes cellules d'effectuer les fonctions pour lesquelles elles existent.

Les enzymes sont employées dans divers domaines, la raison pour laquelle la valeur du
marché global des enzymes connait une croissance ininterrompue depuis plusieurs années. La
majorité des enzymes actuellement utilisées en industrie sont de la classe des hydrolases.
Elles peuvent étre réparties en deux groupes principaux: les carbohydrolases les protéases.
Ces derniers représentent le groupe d’enzymes le plus commercialise et utilisé en
biotechnologie industrielle. En effet, ce groupe d’hydrolase couvre 65 % du marché mondial
des enzymes. Toutefois, la part des protéases dans ce marché revient aux protéases alcalines

d’origine microbienne [4].

Les kératinases sont une classe particuliére d’enzymes protéolytiques (ou protéases)
caractérisées par une capacité de dégradation de substrats de kératine insoluble tels que les
ongles, les cheveux, la laine et les plumes. Les microorganismes producteurs de kératinases

sont ubiquitaires (algues marines, seédiment, eaux usées, sol pollué, déchets de volailles, ..)

[5].

Les plumes sont des co-produits des usines de traitement de la volaille atteignant environ
7 millions de tonnes par an. Elles sont insolubles et difficilement dégradables. La mise en
décharge ou I’incinération entraine une consommation d’énergie et une pollution de
I’environnement. La kératine représente environ 90% du poids de la plume représentant

environ 5% a 7% du poids du poulet [6].

e —————————————
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La valorisation de la kératine de plume par les méthodes physiques et chimiques provoque
la destruction de la quasi-totalité des acides aminés essentiels, et réduisant ainsi la qualité et la
digestibilite de la protéine. Aussi, elles entrainent une dépense de 1’énergie et contamination
de I’environnement. L’utilisation de kératinases microbiennes pour la dégradation de la
kératine des plumes, offre une approche alternative plus viable, plus respectueuse de
I’environnement et moins colteuse, ainsi que la mise a niveau de la valeur nutritive de la

farine de plumes [7, 8].
Notre travail se focalise sur trois principaux axes :

1. La premiere partie est consacrée a 1’étude des algues marines (définition, classification,
composition chimique, facteurs de répartition,...) et des microorganismes marins
notamment les bactéries.

2. La deuxiéme traite les propriétés des enzymes protéolytiques notamment les
kératinases et leurs applications industrielle et environnementale

3. Tandis que la derniere partie est une synthése de différents travaux antérieurs: la
sélection des souches bactériennes productrices des kératinases, optimisation de leur
production (nature de substrat et sa concentration, source d’azote, pH, température,
salinité, les ions métalliques), caractérisation de kératinases et leurs applications.

Ce travail est achevé par une conclusion générale.




Chapitre I

Les micro-organismes marins kératinolytiques

bactéries marines




1.1 Généralité sur les algues marines

1.1.1 Définition et caractérisation

Les Algues forment un groupe des végétaux tres divers comprenant des organismes
autotrophes (photosynthétiques) multicellulaires mais parfois unicellulaires (vivant seules ou
en colonies/chaines) et dont I’appareil végétatif relativement simple est appelé « thalle », elles
ont des formes et des dimensions trés variables. Certaines sont microscopiques et d’autres,
peuvent étre de taille macroscopique, mais elles ont toutes des caracteres communs (figure
1). Les algues sont développant inféodées aux zones humides (eaux marines, saumatres, et
douces) [9]. Elles peuvent étre libres ou fixées sur un support: une roche (algues épilithes), ou
une plante (algues épiphytes), ou un animal (algues épibiontes) ou parfois méme le sable. Le
thalle présente une grande diversité de formes allant de lames simples a des structures plus
complexes semblables a des tubes et leur texture est également tres variée: certaines algues

sont gélifiées, voir de texture cartilagineuse ou spongieuse [10,11].

\
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Figure 1 : Appareil végétatif des algues marines.

Les cellules des algues possédent 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) [11].

Elles sont essentiellement aquatiques dans les eaux douces ou marines, et certaines vivent sur
la neige ou la glace des régions polaires et des hautes montagnes. Les autres algues
développent dans les eaux des sources thermales (algues thermophiles). Elles comprennent
20 000a 30 000 especes dans le monde, soit 18% du regne végetal) [12]. Les algues sont
également des productrices primaires, elles sont capables de convertir 1’énergie lumineuse et
les éléments nutritifs en composés organiques [13]. Les algues ont aussi la capacité de libérer
I’oxygéne contenu dans la molécule d’cau grace au processus de la photosynthése. Elles

contribuent au processus de la respiration des organismes marins.

1.1.2. Classification des algues marines

Les algues sont classées par rapport a sa couleur en quatre grands groupes sont :

1.1.2.1. Les algues vertes (Chlorophycées)

Elles sont de formes tres variées, uni-ou pluricellulaires [14]. Le thalle est de couleur
typiquement vert qui correspondant a la presses des chlorophylles de type aet b dominant
dans les chloroplastes (figure 2) [15]. Toutefois, I’exposition prolongée a 1’intensité
lumineuses provoque la synthése de pigments photoprotectants (caroténoides), qui conférent
aux thalles des couleurs orangées a jaunatres et la photosynthése permet la formation
d'amidon, comme les plantes supérieures. Les algues vertes sont présentes dans tous les
systemes aquatiques depuis les milieux marins jusqu’aux eaux douces, Elles jouent un role

important dans I'oxygénation des eaux, favorisant ainsi la vie animale [16, 14].

Figure 2: Algue verte (Codium tomentosum)




1.1.2.2. Les algues brunes (Phéophycées)

La couleur brune de ces algues résulte de la dominance du pigment xanthophylle et la
fucoxanthine, qui masque les autres pigments chlorophylle a et c, b-carotene [15]. Toutes
possedent une structure pluricellulaire, mais leurs dimensions varient depuis les éléments
microscopiques jusqu'aux tres grands spécimens. La grande majorité des algues brunes sont
marines principalement diversifiées dans les mers froides et tempeérées ou elles forment les
grandes foréts sous marines. Dans les eaux tropicales, elles sont moins nombreuses en
espéces, mais représentent les plus grands thalles et forment les populations les plus denses
[14, 16].

Figure 3 : Algue brune (Fucus vésiculosus)

1.1.2.3. Les algues rouges (Rhodophycées)

Les algues rouges sont organismes eucaryotes pluricellulaires, mais il existe quelques
formes unicellulaire du royaume des végétaux, forment un groupe trés diversifié [14]. Ces
algues doivent leur couleur a la dominance du pigment rouges (Phycoérythrines) et bleus
(Phycocyanines) qui viennent masquer la chlorophylle de type a et b-caroténe. (Les
proportions relatives entre les différents pigments, conjuguées avec la forme du thalle,

donnent a la lumiére du jour toutes les couleurs imaginables depuis le brun noiratre jusqu’au




rose tres clair en passant par les rouges pourpres et les orangés, la couleur varie en fonction de
I’exposition aux rayons lumineux) [15,16].

Il existe environ 8000 espéces d’algues rouges, dont la plupart sont pluricellulaires et
marines. Ceux-ci se trouvent dans les zones intertidales et subtidales a des profondeurs allant
de 40 jusqu'a 250 metres, mais il existe quelques formes unicellulaires et quelques unes vivent
également en eau douce. Les algues rouges produisent des métabolites actifs plus important

par rapport a des autres classes [15].

<A
Yo

Figure 4: Algue rouge (Dilsea carnosa)

Tableau I : Les pigments correspondants aux trois divisions d’algues.

Pigment responsable

Divisions Pigments de la coloration
Chlorophyta Chlorophylle a, b ; a, p-carotene ; Chiorophylles
algue verte xanthophylles

Chlorophylle a, ¢ ; B-carotene ;

Phaeophyta . Fucoxantine et
algue brune Fucoxanthine et autre xanthophylles
g Xanthophylles Phy
Rhodophyta B-phycoeryﬂ_wrmfa, | Phycoérythrines et
phycothcyanine ; chlorophylle a ; .
algue rouge phycothcyanine

B-caroténe ; xanthophylles
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1.1.2.4. Les Cyanobactéries

Les cyanobactéries ou les algues bleues montrent de nombreuses caractéristiques
communes aux bactéries cependant, ils sont classés avec les algues car ils contiennent de la
chlorophylle a et composés apparentés [15]. En dépit de leur nom ancien d’algues bleues,
elles sont rarement bleues mais plus souvent rouges, vertes avec des reflets bleutés, violets,
bruns, jaunes ou oranges [14]. Morphologiquement, les algues bleues apparaissent dans
différents formes comme filamenteuses, coniques, unicellulaires, etc. et la plupart d’entre
elles ont une consistance gélatineuse voire gluante en raison des mucilages qu’elles sécrétent

[15, 14].

Il existe une espéce des ces algues produisent des nombreux biomolécules différentes et

la plupart des composes isolés de cette algue filamenteuse ayant une activité biologique

Les microalgues sont caractérisées par leur croissance rapide par division cellulaire (mitose)

si les conditions physico-chimiques et nutritives sont favorable [15].

1.1.3. Composition chimique

Les algues ont des potentialités nutritionnelles tres riches, ceci se justifie par: la présence
d’une fraction minérale variée et une forte richesse en macroéléments et oligoéléments tels
que : le sodium, le calcium, le phosphore et une richesse exceptionnelle en iode[17], par la
présence de protéines en générale bien équilibrées en acides aminés et présentes en quantités
non négligeables dans certaines espéces, par un contenu vitaminique varié ou la plupart des
vitamines sont représentées (A, B1, B12, C, D, E, acide folique B9, niacine B3, riboflavine
B2, acide pantothénique B5)[17,18], par une fraction lipidique faible mais cependant, dans
certaines especes riche en acides gras polyinsaturés et enfin par leur contenu en fibres ayant

des structures variées et originales différentes des fibres des végétaux terrestres.

La composition chimique des macroalgues marines varie suivant plusieurs facteurs:

I’espéce, le stade de maturité, 1’habitat naturel et les conditions environnementales [17,19].
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Tableau Il : Les polysaccharides et teneur en protéines de différentes macroalgues[20].

Les groupes Espéces d’algue Tene,l'Jr en Polysaccharides
d’algue proteines (%)
Ulva pertusa 175-26
Ulva rigida 15 - 25 .
Algues vertes Ulva armoricana polysaccharides
Ulva intestinalis 18-24 complexes
10-18
Fucus vesiculosus 5-10
Himanthalia elongata 6-11 Alginates et
Laminaria digitata 8-15
Algues brunes oo fucanes
Saccharina latissima 6-11
Undaria pinnatifida 11-24
Chondrus crispus 11-20
Algues rouges | Palmaria palmata 8-35 Carraghénanes
Porphyra umbilicalis 15-37 et agar
Porphyra tenera 33-47

1.1.4. Facteur de répartition des algues

Les algues sont liées a ’eau et peuvent des lors s’installer dans tous les types d’habitat se
développant en zone humide et éclairés. On peut les retrouver en eau douce, en mer. Les
algues étant photosynthétiques, elles sont dépendantes de la présence de la lumiére. Aussi, les
algues nécessitent d’étre fixées a un substrat, par conséquent, la texture, le degré de cohésion
et la nature chimique du substrat ont une importance sur la répartition spatiale des espéces
[11], D’autres au contraire supportent dans les eaux des sources thermales a des températures

élevées (algues thermophiles) [9].
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1.2. Généralité sur les bactéries marines

1.2.1.Définition

Les bactéries marines occupent une place importante dans 1’écologie marine représentant
plus de 98% de la biomasse océanique étaient largement distribuées dans les océans, y

compris dans les environnements extrémes tels que les eaux froides des poles. [21].

Elles sont des organismes vivants microscopiques procaryotes, ¢’est-a-dire des organismes
unicellulaires dépourvus de noyau et elles possedent un caractére halophile léger. Deux
catégories de bactéries peuvent étre distinguées : les Gram- et les Gram+ [21,22]. Alors que
dans le milieu marin, les bactéries présentent un taux de croissance optimal pour des

températures entre -2 °C & 25 °C et elles sont majoritairement de Gram- [22].

Les bactéries aquatiques vivent tout de leur cycle de vie ou une partie sous forme des
cellules libres dans la colonne d’eau ou fixées a un substrat biologique ou non, mobiles ou
immobiles, ainsi que sous forme de colonies. Chez certaines especes, la mobilité des cellules
bactériennes est possible par la nage a I’aide d’un ou plusieurs flagelles ou par glissement sur

une surface solide [23].

Et présentent des propriétés physiologiques uniques, comme 1’hyperthermostabilité, la
barophilicité, la tolérance au sel et au pH, et colonisent de nombreux environnements, aussi
bien en surface que dans les fonds abyssaux, des zones hydrothermales aux eaux polaires
glacées, ainsi possede un rdle essentiel dans le recyclage de la matiere organique.Dans de

nombreux écosystemes et en particuliers les écosystémes aquatiques [21].

1.2.2.Mode de vie des bactéries aquatiques

1.2.2.1. Les différents types trophiques

Les bactéries sont a 1’origine de la treés grande diversité des types trophiques qui existent
sur la planete. Elles peuvent utiliser 1’énergie lumineuse (phototrophie) ou chimique
(chimiotrophie). Elles peuvent utiliser du carbone inorganique tel que le dioxyde de carbone
(CO,) (autotrophie) ou organique (hétérotrophie). Enfin, leur donneur d’électrons (pour la
réduction de la source de carbone) peut étre d’origine organique (organotrophie) ou
inorganique (lithotrophie). La combinaison de ces trois caractéristiques définie le type

trophique d’un organisme.
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1.2.2.2. Entre attachement et vie sous forme libre

L

es interactions entre bactéries, agrégats et organismes de plus grande taille suggerent

que les bactéries ont mis en place des styles de vie complexes qui comprennent :

La Fi

Soit une existence exclusivement sous forme libre, avec des bactéries qui sont durant
tout leur cycle de vie sous forme de cellules individualisées ;
Soit une existence exclusivement sous forme associée a des particules vivantes ou non ;

Soit une alternance entre ces deux styles de vie (parfois libres, parfois associées) [23].

gure 5 représente une vision schématique des styles de vie complexes des bactéries

aquatiques, qui comprennent les différentes phases suivantes :

1)

2)

3)

4)

5)

phase de vie sous forme libre des bactéries dans I'eau environnante, qui agit comme un
réservoir genétique constamment alimenté par des bactéries détachées des surfaces,
bactéries associées a des gels et microparticules, qui fournissent des nutriments et des
surfaces invisibles pour I’attachement des bactéries,

regroupement bactérien autour d’organismes photosynthétiques qui apportent de fortes
concentrations de matiere organique labile permettant une activité et une croissance
bactérienne forte,

bactéries chimiotactiques dans le panache entourant un agrégat et bactéries attachées a
la surface d’agrégats. (Les agrégats, tels ceux formés lors d’efflorescences
phytoplanctoniques sont typiquement appelés neige marine, apportent de la MOD et
de la MOP et véhiculent rapidement les bactéries pélagiques et la MO vers les fonds),
bactéries associées a des organismes mobiles tels des abris, offrant des conditions de

croissance favorable et permettant un transport passif sur de longues distances.
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Figure 5: présentation schématique des styles de vie complexes des bactéries aquatiques

sur des surfaces [23].

1.2.2.3. Cohabitation entre bactéries et autres organismes
Les bactéries ont colonisé de tres nombreux habitats abiotiques mais aussi biotiques. En
ce qui concerne les habitats biotiques, de trés nombreuses interactions peuvent exister entre
les bactéries et les différents organismes colonisés, il est souvent nécessaire qu’elles
s’attachent a leur surface. Or 1’attachement est souvent corrélé a la mobilité, mais aussi au
chimiotactisme ou encore a des mécanismes d’adhésion [24, 25]. En effet, de nombreux

mécanismes de mobilité requierent une surface pour que le mouvement se fasse [26].

Ainsi, il est possible d’imaginer que les bactéries capables de se déplacer sur des surfaces
seront ¢également capables d’y rester attachées de fagon relativement durable et

Potentiellement d’interagir avec ces surfaces qui peuvent étre un organisme hote [12].

11
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1.3. Relation algue-bactérie

1.3.1. Interaction algue-bactérie

Les espéces ne peuvent pas vivre totalement isolées et subissent des contraintes abiotiques
(physiques et chimiques) et biotiques conditionnant leur survie et leur développement.
Chaque organisme interagit directement et indirectement avec son environnement [23]. Dans
la majorité des cas, les populations bactériennes rencontrées sur les surfaces, et notamment
celles des macro-algues, sont spécifiques et évolutives au cours de I’année ou méme au cours
des différents stades du cycle de vie de I’hdte [27,28]. Ces organismes interagissent entre eux
comme une unité fonctionnelle unifiée [29], il existe un ensemble complexe d'interactions
chimiques, physiques et biologiques entre I’hdte et son colonisateur microbien. Ces
interactions évoluent en fonction de plusieurs facteurs en relation avec 1’environnement et

avec les espéces elles-mémes [30].

Ces interactions se font au niveau de la phycoseéphére qui est chimiquement distincte de
I’eau de mer, se caractérise par I’émission de produits extracellulaires algaux influent les

organismes environnants notamment les bactéries [31].

Le mode d’action est souvent étudié pour essayer de comprendre les interactions entre
bactéries et algues. Soit I’effet d’un organisme sur un autre nécessite un contact et/ou
attachement, il s’agit alors d’une action directe. Soit ’effet se produit par le biais d’un
compose diffusible, dans ce cas I’action est indirecte, globalement, ces interactions décrites
dans la littérature portent sur la production de phytohormones et la morphogénese des macro-
algues déclenchée par les produits bactériens qui se fait par différents échanges des

métabolites, et des éléments nutriments.
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Figure 6: Représentation schématique de surface macro-algue associé par différant

colonisées

Les algues marines posséde un role « protecteur » de quelques souches bactériennes
présentes sur la surface, qui émettent dans I’cau de mer environnante des composés chimiques
faisant obstacle aux bio salisseurs extensives des surfaces[33], elles sont aussi a I’origine de
différentes sources d’énergie et de carbone, elles sont riches aussi en substances
osmoprotectrices (Glycine-bétaine et Diméthyl-sulfonio-propionate —oxalate ou acétate) qui
sont utilisées par plusieurs bactéries afin de challenger le stress Sali , les parties
métaboliquement fonctionnelles des algues sont généralement bien armées pour résister a la
pénétration par les endophytes bactériens. Par contre, les tissus des parties distales plus agées
ou abimées sont pénétrés et détruits par des bactéries opportunistes dégradant les sucres

pariétaux pour les utiliser comme source de carbone, a I’aide d’enzymes tres adaptees [33].

Les interactions sont nombreuses et complexes, cependant, en simplifiant plusieurs types
d’interactions soit des interactions positives (coopératives) soit des interactions négatives :
Les bactéries peuvent avoir une action algicide conduisant a une inhibition voire une lyse
cellulaire. Elles peuvent aussi stimuler la croissance algale influer sur la production ou la
modulation de la toxicité ou encore inhiber ou promouvoir la formation de Kystes ainsi que

leur survie aprés germination [34].

A T’inverse, les algues peuvent avoir des actions sur les bactéries, comme des activités
bactéricides conduisant a une inhibition voire une lyse cellulaire ou encore la stimulation de la

croissance bactérienne [35,36].
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Figure 7 : L'ensemble des interactions bénéfiques (en vert) et préjudiciables (en rouge) entre les
macro-algues et les bactéries.

1.3.2. Intérét des bactéries associées aux algues

D’apres les études existants sur les interactions entre les micro-organismes et algues les
marine, 1’étendue de la diversité des hétes sessiles pouvant héberger une communauté
microbienne distincte peut avoir un impact remarquable sur notre vue actuelle de la diversité

microbienne marine [37,38].

Les métabolites secondaires produits par les micro-organismes marins ont des structures
différentes et leur activité biologique est beaucoup plus forte. Autrement dit, 1I’étude des
mécanismes impliqués dans les produits naturelles résultants de la biosynthese des bactéries
marines a montré que la synthése de nombreux composés bioactifs est stimulée par des
associations bactérie-algue [39,40]. Par conséquent, ces bactéries colonisent ont tout intérét a
maintenir la santé de I’hote qui les porte. Les bactéries présentent a la surface des macro-
algues marines semblent donc jouer un role protecteur en émettant dans I’eau de mer
environnante des composés qui aident a la prévention des salissures extensives des surfaces
[32].

Ces composés sont considérés comme une ressource durable et peuvent également avoir
des applications industrielles et médicales (englobent de nombreuses substances
antifongiques, antibactériennes et antisalissures). Par ailleurs, les bactéries marines actives

sont attribuées aux genres : Alteromonas, Pseudomonas, Bacillus et Flavobacterieum [39].
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Les protéases kératinolytiques

I1.1. Les protéases

11.1.1. Définition

Le terme « protéases » définit les enzymes qui digerent les protéines, et a été inventé par
S.H. Vines, professeur de botanique a I’Université d’Oxford en 1903 [41].

Les proteases aussi appelées protéinases ou peptidases sont des enzymes hydrolytiques. Ils
se trouvent dans tous les organismes vivants et comprennent un groupe notable de
biocatalyseurs avec un large champ d'application en fonction de leurs caractéristiques
biochimiques et de la spécificité du substrat. Ils représentent environ 60% des enzymes
industrielles les plus commercialisés dans le marché mondial des enzymes [42] (Figure8)
[43]. .elles sont classé selon leur mode d’action spécifique, chaque une de ces classes

principales est décrite dans le Tableau 111 [44].

En effet, il a été bien documenté que les protéases sont des enzymes qui peuvent catalyser
I’hydrolyse des protéines, en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans

une chaine peptidique [45].

Trypsine
—J——> Rénines
Autres
protéases
Amylases
Enzymes analytiques
28, et pharmaceutiques
-
Protéases |
alcalines
lipases
—

Autres carbo-hydrases

Figure 8: Répartition du marché mondial des enzymes [43].
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Tableau 111 : Les principales classes d'enzymes [44].

Classes Réactions catalytiques

Réactions de transfert d’¢électrons (transfert ou d’atomes

Oxydoréductases d’hydrogénes )

) Transfert de radicaux (groupements phosphates , amines,
Transférases méthyle )

Réactions d’hydrolyse (brise d’un lien chimique par

Hydrolases addition d’une molécule d’eau.)

Addition de doubles liaisons a une molécule et
Lyases enlévement de groupements chimiques sans hydrolyse

Réactions d’isomérisations (réactions ou un composé est
transformé en un isomére, ¢’est-a-dire un composé avec
les mémes atomes mais avec une structure moléculaire
différente.)

Isomérases

) Formation de liens chimiques couplés avec la rupture
Ligases d’ATP (adénosine triphosphate)

11.1.2. Origines des protéases

Les protéases sont de plus en plus utilisées dans le monde industriel. Dans plusieurs
procédés industriels. Toutefois, ce sont les protéases alcalines de détergence, actives et stables
a des pH alcalins, qui occupent la plus grande partie [46].

Les protéases sont omniprésentes dans une grande diversité de sources telle que les micro-
organismes, les animaux et les plantes [47]. Mais les sources microbiennes sont préférées
pour produire ces protéases en raison de leurs avantages techniques et économiques,

notamment; croissance rapide et la facilité de la manipulation génétique [48].

a. Protéases végétales

Les plantes produisent des composés naturels qui agissent comme une source majeure de

molécules bioactives avec une large gamme de cibles biologiques [49].

L’utilisation des plantes comme source de protéases est régie par plusieurs facteurs tels que la
disponibilité des terres a cultiver et 1’adéquation des conditions climatiques a la croissance.
De plus, la production de proteases a partir de plantes est un processus long. La papaine, la
bromélaine, les kératinases et la ficine représentent certaines des protéases d'origine végétale

bien connues [43].
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b. Protéases animales

Les protéases d'origine animale les plus connues sont la trypsine pancréatique, la
chymotrypsine, la pepsine et les présures. Ceux-ci sont préparés sous forme pure en grandes
quantités. Cependant, leur production dépend de la disponibilité de bétail pour I’abattage, qui

a son tour est régi par des politiques et agricoles [43].

c. Protéases microbiennes

Protéases microbiennes représente la part la plus importante du marché en termes de
valeur [48].

Parmi les protéases microbiennes, les protéases alcalines représentent plus de 50% de la
production mondiale totale d'enzymes, ils jouent non seulement un réle important dans les
processus métaboliques des organismes, mais ont également attirés une attention particuliere
dans les applications de la biotechnologie industrielle en raison de leur forte spécificité, de
leurs conditions de réaction douces, de leur respect de I'environnement et de leur inactivation

ou contrdle facile par rapport aux catalyseurs chimiques [47].

Plusieurs espéces de micro-organismes marins, comme Vibriosp, Bacillus sp,
Pseudoalteromonas sp, Streptomyces sp, Aspergillus sp, Yarrowiasp, Alcaligenes sp
Psiloteredo sp. et Actinomycete sp, pourraient étre d’un grand intérét en tant que producteurs

potentiels des protéases alcalines [47].

11.1.3. Classification des protéases

A la fin du XIXe siécle, le terme protéase a été introduit afin d’expliquer une enzyme qui
décompose les molécules de protéines en acides aminés [50]. Selon la fonction et 1’activité

des protéases, elles sont classées en trois catégories (Figure 9) [50] :

» Sur la base d’une réaction protéolytique catalysée par des enzymes de protéases qui
hydrolysent les liaisons peptidiques de molécules protéiques qui sont ensuite classées
en exopeptidases et endopeptidases.

» Sur la base du mécanisme catalytique et de la spécificité effectuée par les protéases.

> Sur la base de caractéristiques de structure qui sont censes montrer des relations

évolutionnaires.
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Figure 9 : Classification des protéases [50].

11.1.3.1. Selon la réaction protéolytique

Selon le Comit de nomenclature de I'Union internationale de biochimie et de biologie les
peptidases sont divisées en deux classes, a savoir les exopeptidases et les endopeptidases, en

fonction de leurs actions sur les substrats et leurs sites actifs [51].

a. Exopeptidases

L'exopeptidase peut étre divisée en carboxypeptidase et aminopeptidase, qui clivent
respectivement le résidu d'acide aminé de I'extrémité carboxyle libre et de I'extrémité amine

libre du polypeptide [52].

b. Endopeptidases

La plupart des enzymes utilisées en industrie sont des endopeptidases [44]. Elles sont
caractérisées par leur action préférentielle au niveau des liaisons peptidiques dans les régions
internes de la chaine polypeptidique éloignées des extrémités N et C. La présence du groupe

amino ou carboxyle libre a une influence négative sur l'activité enzymatique [43].
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Tableau 1V : Classification des protéases [43]

Types de protéases Classes et sous-classes

- Aminopeptidases

- Dipeptidyle peptidases
Exopeptidases - Tripeptidyle peptidases

- Carboxypeptidases

- Sérine carboxypptidases
- Métallocrboxypeptidases

- Cystéine carboxypeptidases

- Protéases a sérine

- Protéases a cystéines ou protéases a thiols
Endopeptidase - Protéases aspartiques ou protéases acides
- Métallo-protéases

- protéases de thréonine

- protéases d’acide glutamique

11.1.3.2. Selon le mécanisme catalytique

Les enzymes protéiniques sont classées selon la nature chimique du site catalytique et, par
conséquent, les protéases ont été classées en six classes : protéases de cystéine, protéases de
sérine, protéases de thréonine, protéases d’acide glutamique, protéases d’acide aspartique et

métalloprotéases [50].

11.1.3.3. Selon la relation structurale

Plusieurs auteurs ont proposé de regroupé les peptidases qui sont similaire a la fois dans
leur structure 3D et dans leur origine d’un point de vue évolutif. Selon les similitudes
structurelles et 1’homologie, les protéases sont classées dans un groupe qui a un
comportement commun qui les sépare des autres groupes ou familles de protéases. Chaque
famille recoit une identité spécifique qui commence par la lettre qui représente le type
catalytique de peptidase qu’il contient (C pour la cystéine, A pour ’aspartique, M pour le
métallo, T pour la thréonine, S pour la sérine et U pour le type inconnu) [50].
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11.2. Les substrats kératiniques

11.2.1. Définition

La kératine est 1’un des bio-polyméres les plus abondants au monde. Il s’agit d'une
protéine structurelle insoluble, qui est le principal composant structurel de la laine, des

plumes, des cheveux, des sabots et des ongles [53].

Cette protéine particuliere assure une résistance aux attaques chimiques et enzymatiques

pour ’homme ou pour 1’animal contre son environnement naturel [54].

11.2.2. Structure et classification des kératines

Les kératines sont hélicoidales et fibreuses, elle sont classées en tant que protéines
hétérogénes en raison de leur structures en acides aminés différents, contenant une teneur
élevée en résidus cystéine ([10-12%] en mole de tous les acides aminés) formant des liaisons
disulfure (figure 10) [53], elles sont insolubles dans 1’eau, les acides faibles, les milieux

alcalins et les solvants organiques [53].
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Figure 10 : Illustration schématique de la structure de la kératine. Diverses liaisons inter et
intramoléculaires (liaisons hydrogene, ioniques, disulfure) [53].

La kératine sont des protéines dont les chaines se présentent en hélice-a (a-kératine) qui
est principalement présente dans les matiéres épidermiques dites de mammiferes, telles que
les cheveux, la laine et la corne, ou en feuillet-p (B-kératine) qui se trouve principalement

chez les oiseaux et les reptiles [55]. (Figure 11 et 12) [56].
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Figure 12

. Structure en feuillet B [56].
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11.2.3. Sources kératinolytiques

La kératine est synthétisée et utilisée par de nombreux étres vivants comme élément de
structure [57], elle garantit une peau imperméable et elle représente 85 % des protéines

cellulaires tels que les cheveux, la laine, les plumes, les ongles et les cornes [59].

11.2.3.1. Les plumes

Les plumes sont composées principalement de 91% de kératine de type P-Kératine, ces
déchets kératiniques présentent une source tres riche en protéine, en particulier en acides

aminés essentiels [58].

Tableau V: Concentration des acides aminés en gramme par Kg de plumes [46].

Acide aminé Concentration dans les plumes (g/KQg)
Glycine 162
Valine 20
Leucine 83
Isoleucine 43
Arginine 17
Lysine 18
Cystéine 76
Thréonine 85
Phényle alanine 43
Aspargine 67
Histidine 3
Seérine 72
Glutamine 97
Proline 188
Alanine 84
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11.2.3.2. Les cheveux

Environ 80% de la masse totale de la fibre capillaire est composée de kératine, 9% de
lipides, 3% de mélanine et de composants mineur [60].

Les cheveux ont la plus forte teneur en cystine par rapport a d’autres sources de kératine [61].

11.2.3.3. La laine

La laine est un exemple remarquable de kératine dure. Une fibre de laine propre contient
environ 97% de protéines kéeratineuses, avec une teneur plus élevée en cystine par rapport a la

kératine de plumes et de cornes [61].

11.2.3.4. Les cornes

Les cornes sont composés d’un noyau d’os entouré d’une épaisse couche de kératine et
d’acides aminés qui contribuent a 1’assemblage alpha-hélix des protéines a faible teneur en

soufre comme I’acide glutamique, 1’acide aspartique, la leucine, la lysine et 1’arginine [60].

La kératine de corne a de bonnes performances, telles qu'une ténacité, une rigidité et une

résistance éleveées [62].

11.2.4.Valorisation des déchets de plume

La viande de poulet est l'une des sources importantes de protéines animales
principalement consommées dans le monde. Dans le méme temps, sa consommation a abouti
a la création d'un nombre important de sous-produits de déchets de plumes, car prés de 7% du
poids corporel des poulets sont des plumes. Le nombre estimé de plumes de poulet produites
chaque année dans le monde est d'environ 15 milliards de tonnes avec 1’Afrique du Sud,

contribuant & environ 258 millions de tonnes [63].

I’élimination des déchets de plumes cause la pollution et influencent profondément
I’environnement , donc ils peuvent étre une source alternative importante de protéines car

90% du poids des plumes est composé de kératine [64].
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11.3. Kératinase
11.3.1.Définition

Les kératinases sont des enzymes kératinolytiques généralement des sérines protéases qui
hydrolyse efficacement les protéines solubles (la caséine, la gélatine, I’albumine de sérum
bovine et I’hémoglobine..) et insolubles que la kératine (les plumes, la laine, la soie, le

collagene, 1’¢lastine, les cornes, les cheveux et les ongles...) [65].

Elles sont produites principalement par des bactéries, des champignons, des levures et des

actinomyceétes [66].

11.3.2. Propriétés des kératinases

Les propriétés biochimiques et physio-chimiques des keératinases de plusieurs
microorganismes ont été largement étudiées . ces propriétés englobent le pH et la
température optimale, la masse moléculaire et la spécificité du substrat [67].

11.3.2.1. pH et température

Le pH optimal pour les kératinases des bactéries, des champignons et des actinomycétes
de neutre a alcaline . Toutefois, certaines kératinases présentent un pH alcalophilique extréme

(pH 12). Pendant ce temps, la plage de température optimale est de 30 °C 80 °C [68].

11.3.2.2. Poids moléculaire

Les poids moléculaires des kératinases varient de 18 & 200 kDa. La kératinase la plus
élevée (200 kDa) est produite par Kocuria rosea et F. islandicum, et la plus faible (18 kDa)
est synthétisée par S. albidoflavus SK 1-02, alors que dans le cas des champignons

pathogeénes, le poids moléculaire peut atteindre 440 kDa [68].

11.3.2.3. Spécificités du substrat

Les kératinases ont une grande spécificité de substrat et sont actives contre les substrats
protéiques solubles et insolubles. Parmi les protéines solubles, elles possédent la capacité
d’hydrolyser la caséine, la gélatine, I’albumine sérique bovine et ’hémoglobine, tandis que
parmi les protéines insolubles, elles hydrolysent les plumes, la laine, la soie, le collagéne,

I’élastine, la corne, la strate cornée, les cheveux, 1’azokératine et les ongles [65].
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11.3.3. Mode d’action des kératinases sur la Kératine

La kératine est produite par une variété d’organismes, a la fois intracellulaires et
extracellulaires, de sorte que le mode de dégradation de la kératine est distinct d’un organisme
a l’autre. Par conséquent, une variété de sous-produits sont générés par la dégradation de la
kératine. La kératinase est un cocktail de deux enzymes, a savoir la disulfure réductase et
I’hydrolase polypeptide, qui sont vitales pour la dégradation de la kératine. De fagon générale,
la dégradation de la kératine par la kératinase comporte trois étapes : dénaturation, hydrolyse
et transamination. Premiérement, la liaison de disulfure présente dans la kératine est réduite
de la cystine (SS) a la cystéine (SH) (Figure 13) [46], ce qui entraine la conversion de la
structure superciltrée en une forme dégénérative. En outre, il est hydrolysé en polypeptide,
oligopeptide et acide aminé libre par I’action catalytique du polypeptide hydrolase. Enfin, la
kératine est complétement hydrolysée en ammoniac et sulfure par un procédé de

transamination [67].

Réductase (kératinase) Protéase

K-S-S-K » K-SH — Peptide/ Acide aminé

(Kératine native) (Kératine réduite) (Produit)

(a) Cys-S-S-Cys+HS0® — Cys-SH+ Cys-SS03

£, Jespord (£005)
SPO8 Viewer

(b)

Figure 13 : (a) mode d’action des kératinase sur les substrats kératiniques par clivage des
ponts disulfures, (b) des ponts disulfures entre les résidus de cystéines [46].
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11.3.4. Sources

Les enzymes keératinolytique sont trés répandues dans la nature et sont produites par un
ensemble de micro-organismes qui se développent sous différentes conditions écologiques et

environnementales, et ils montrent une grande capacité a dégrader les substrats kératiniques

[46].

Les Kkératinases sont signalées chez diverses populations microbiennes comme les
bactéries, les actinomycétes les algues et les champignons. De toutes les sources de
kératinase, les sources bactériennes sont beaucoup plus nombreuses que les champignons et

les actinomycetes. Une stratégie générale suivie dans la production de kératinase est présentée

dans la Figure 14 [68].
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Figure 14 : Stratégie générale suivie dans la production de kératinase [68].

11.3.4.1. Les champignons

Gréace au codt de production réduit, a la récupération et a la purification facile du produit,
a une croissance plus rapide sur des substrats bon marché et facilement disponibles et la
libération de grandes quantités d’enzymes dans le milieu de culture, kératinases fongiques

répondant a la demande des chercheurs [66].

Les résultats des méthodes de séquencage a haut débit prédisent 5,1 millions d’espéces

fongiques sur terre, dont les champignons marins sont plus de 1500 especes [69].
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11.3.4.2. Les bactéries

Les kératinases bactériennes ont suscité beaucoup d’attention de la part des chercheurs et
des scientifiques en raison de leur croissance plus rapide, de leur capacité d’expansion facile,
de leur meilleure production et de leur capacité spécifique a hydrolyser les substrats

kératinolytiques insolubles [66].

Parmi ces bactéries on a Les bactéries marines qui sont des organismes unicellulaires
constituant le microbiome marin représentant plus de 98% de la biomasse oceanique. Par

conséquent, multifonctionnel enzymes ont été explorées comme la kératinase [69].

Tableau VI: Liste des micro-organismes degradant la kératine [67].

Type Microorganismes Niche écologique Nature de
kératinase
Bacillus sp. Décharge de plumes, sols, et résidus | Sérine/
de volaille. mettalo
Bacillus amyloliquefaciens. Sol sablonneux, humus etdéchets de | Sérine
laine,sol riche.
Bacillus megaterium. Terre de dép6t de volaille,déchets de | Sérine
Bactéries i _ volaille. i
Bacillus thuringiensi. Décharge de plumes,Plumes Sérine
Microbacterium sp. décomposées. Mettalo
Micrococcus luteus Déchets de volaille. Thiol
Pseudomonas aeruginosa. Décharge de plumes, sols. Mettalo
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Aspergillus sp. Terre de décharge de volaille et Sérine/
Aspergillus flavus. sol de ferme avicole. mettalo
Aspergillus nige.
Aspergillusfumigatus.
Acremonium sp. Echantillon de sol Serine
Acremoniumbrunnescens.
Acremoniumbyssoides.
Acremoniumchrysogenum.
Champigno Acremoniur_nhyalinultfm. _
s Chrysosporium- keratinophilum. | Site de déchets pollués. Sérine
Fusariumculmorum. Echantillon de sol.
Fusariumsolani. -
Myrotheciumverrucaria. Sol
- . . Sérine
Penicillium sp. Sols forestiers alcalins
o Sérine
Penicilliumcitrinum
Penicilliumchrysogenum
Penicilliumpurpurogenum
Penicilliummarneffei
Sporothrixschenckii Sol et boues. Sérine
Trichodermaatroviride, Hematum, en décomposition Sérine
Trichodermaharzianum Plumes.
Actinomadurakeratinilytica. Compost de volaille, bovinefumier Sérine
Nocardiopsis sp. Terre déchargée de plumes Sérine
Actinomy- | Streptomyces sp. Sol marin, abattage, déchetsménagers | Metallo/
. . sérine
cetes Streptomycesthermoviolaceus Sol Sérine
Thermoactinomycessp. Sol Sérine

11.3.5. Applications des kératinases

Puisque les kératinases microbiennes sont des enzymes spécifiques et puissantes pour la

dégradation de la kératine, il serait leur donner de nouvelles opportunités pour s’impliquer

dans des applications biotechnologiques considérables. Ils pourraient étre exploités pour

I’alimentation animale, les engrais, les détergents, les cuirs et les industries textiles,

applications pharmaceutiques et biomédicales. (Figure 15) montre le plus de potentiel

applications multiples des kératinases microbiennes dans différents secteurs industriels [70].
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Figure 15 : Applications multiples des hydrolysats de kératinase et de kératinase
dans divers domaines industriels [70].

11.3.5.1. Traitement des déchets kératiniques
a. Production de farine de plumes pour alimentation animale

Les déchets de plumes sont riches en acides aminés essentiels ; en raison de leur nature
insoluble, les plumes sont résistants a la dégradation par les protéases microbiennes
communes, a savoir : la trypsine, la pepsine et la papaine. Jusqu'a ces derniéres années, les
plumes ont été cuites a haute température et a pression trés élevée pour se transformer en
farine de plumes utilisée comme additif alimentaire pour améliorer I’alimentation animale
[70].

Une étude, a montré que ’utilisation de kératinase alimentaire la supplémentation peut
stimuler I’'immunité, la biodisponibilit¢ des nutriments et le poids. La biodégradation des
déchets de kératine par I’utilisation d’enzymes disponibles sur le marché fournissent une

source légitime d’aliments riches en nutriments [67].

b. Production de farine de plumes pour engrais

Les farines de plumes riches en protéines générées pour 1’alimentation animale peuvent

étre une bonne source d’azote, qui peut étre utilisé comme engrais [46]. L utilisation de ces
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lois sur les engrais a un certain nombre d’avantages, il améliore non seulement la interaction
plant-microbe pour la croissance des plantes, mais il peut également augmenter le sol
améliorer la fertilité, améliorer la disponibilité des minéraux (N, P et K) pour les plantes, et
prévenir 1’érosion des sols. Par conséquent, 1’utilisation de ces déchets de kératine pour la

production d’engrais organiques est écologique amicale et aussi rentable [67].

11.3.5.2. Hydrolysat kératinique pour la production de biogaz

La bioconversion des déchets kératiniques en biogaz est une approche respectueuse de
I’environnement et rentable pour produire beaucoup d’énergie verte qui pourrait contribuer a

couvrir la demande mondiale [70].

Production de bio- hydrogéne a partir de substrats de fermentation photobiologique ou
hétéro -trophique la demande mondiale. Pour la production de bio- hydrogene, les déchets
kératineux sont microorganismes kératinolytiques dans I’hydrolysat de kératine .En outre, la
fermentation a été effectuée pour produire de I’hydrogene biologique, et gaz naturel et
méthane. Conversion de sous-produits kératineux en combustibles peut répondre a I’intérét

émergent pour la conservation et le recyclage de 1’énergie [67].

11.3.5.3. Fabrication de bioplastiques

Les déchets de plumes de poulet pourraient étre exploités pour fabriquer le biopolymere..
La présence de kératine confer la résistance thermique, 1’¢élasticité, la biodégradabilité et
biocompatibilit¢ pour des applications médicales et pharmaceutiques. Des recherches
antérieures ont mise en ceuvre des plumes de poulet dans les bioplastiques, qui

biodégradabilité par rapport aux plastiques conventionnels [70].

11.3.5.4. Ajout de kératinases aux détergents

Dans les détergents, la soude caustique est un ingrédient important mais, en raison de ses
effets nocifs, une alternative slre trés recherchée pourrait étre réalisée par le protéases
kératinolytiques. Un rapport récent suggéere que kératinolytique protéase a gagné plus
d’attention en raison de sa grande stabilité a plus haut les températures et le pH. De plus, il
compatible avec la présence d’agents oxydants, blanchissants et chélatants et les détergents
disponibles sur le marché. En outre, il est plus enlever les taches tenaces comme le sang, le

curcuma, le jaune d’ceuf ; & partir de vétements [67].
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11.5.5.5. Application des kératinases dans I’industrie du cuir et du textile

Le processus de désherbage est I’'un des grands défis dans 1’industrie du cuir pour
éliminer les cheveux de la peau sans endommager la structure de la peau et des cheveux. Les
kératinases produites de degradation des cheveux pourrait étre appliquée de maniere
significative en raison de leur spécificité. Ce processus est une efficace, spécifié et
économique sans menacer I’environnement par le biais de la libération des toxines, qui

émergent par le traitement chimique [70].

La kératinase peut étre utilisée dans le traitement de I’industrie des textiles, parce que le
mélange de laine et de tissus avec des enzymes améliore la résistance a la traction et

résistance a la contraction [67].

1.3.5.6. Applications pharmaceutiques des kératinases

a. Traitement des cors et des callosités par les kératinases

L’hyperkératose peut étre définie comme des épaississements anormaux de la couche
externe de la peau, les callosités. Ils provoquent des symptdmes qui apparaissent
habituellement sur la surface dorsale des doigts. L’élément principal de ces matériaux est la
kératine; par conséquent, les dermatologues prescrivent divers médicaments formulés a base
de kératinases pour hydrolyser des matieres aussi rigoureuses. De plus, des études antérieures
ont indiqué I’application de kératinases pour dissoudre les couches cornées formées de la peau
[70].

b. Traitement de I’acné

Les remedes médicaux a base de kératinases ont montré une grande efficacité pour guérir
I’acné, qui est généralement matérialisée comme des glandes sébacées infectées dans la peau.
La principale raison de ces cas est la formation de kératine excessive bloquant les glandes
sébacées. De méme, la puissance des kératinases leur donne la capacité de mettre en ceuvre

pour effacer la cicatrice de la plaie [70].
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Les protéases (peptidase ou enzymes protéolytiques) sont I’'une des principales enzymes
utilisées dans les industries. Leur fonction catalytique est d’hydrolyser les liaisons peptidiques
des protéines en acides aminés libres. L’application commerciale de ces enzymes est trés
large, y compris leur utilisation dans les industries de détergents, de cuir, alimentaire,
pharmaceutique, etc. Elles représentent environ 65% des ventes d’enzymes industrielles dans
le marché mondial [71]. Les protéases sont ubiquistes ; elles se retrouvent aussi bien chez les
plantes que chez les animaux et les microorganismes. Cependant, grace a leur diversité
biochimique extensive, les microorganismes représentent une source exceptionnelle de

protéases.

La plume de poulet est un déchet organique qui s’est accumulé en vrac comme sOUS-
produit de I’industrie du volaille. En général, les plumes représentent 5 a 7% du poids total
des poulets matures. Annuellement, des millions de tonnes de déchet de plumes sont générées
par I’industrie de la volaille dans le monde. La plupart de déchets de plumes sont enfouis ou
brllés, ce qui cause des problémes environnementaux mondiaux tels que la pollution des
ressources atmosphériques et souterraines et les rejets de protéines [72-74]. Les plumes de
poulet sont riches en protéines et contiennent 90% de kératine. Les structures et les liaisons de
la kératine conférent a la kératine une stabilité mécanique élevée et une résistance a la
dégradation [72,75,76].

L'inconvénient majeur des méthodes de dégradation mécanique et chimique est qu'elles
nécessitent un apport énergeétique élevé et provoquent des problémes environnementaux. Ces
méthodes sont également destructives pour certains acides aminés tels que la méthionine, la
lysine et le tryptophane et dans la formation d’acides aminés non nutritifs tels que la
lysinoalanine et la lanthionine qui conduit a une faible qualité et digestibilité des proteines.
Par conséquent, les déchet de plumes qui se sont converties en complément alimentaire
entrainent classiquement un aliment de mauvaise qualité qui n'est pas rentable [77- 79, 76,
74].
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La biodégradation ou le traitement biologique de la kératine a I’aide de la kératinase. Elle
présente un caractére prometteur en raison d’avantages importants tels que la production des

peptides et des acides aminés rares et essentiels, la réduction du temps de traitement, une

action biodégradable, une meilleure qualité du produit, une faible consommation d'énergie, un

codt inférieur, des caractéristiques non toxiques et écologiques [80-82, 76].

La capacité de degradation de la kératine a été rapportée pour plusieurs souches
bactériennes : Bacillus licheniformis, B. pumilus, B. cereus, B. subtilis, Stenotrophomonas sp.,
Fervidobacterium pennavorans, F. islandicum, Lysobacter sp., Nesterenkonia sp. Kocuria sp.
Vibrio sp., Xanthomonas sp., Thermoanaerobacter sp., Stenotrophomonas sp. et
Chryseobacterium sp. Fervidobacterium sp., Thermoanaerobacter sp. et Bacillus sp. Le genre
de Bacillus sp. (Bacillus licheniformis et Bacillus subtilis) ont fait ’objet d’études
approfondies en raison de leur efficacité sur la dégradation des plumes.

I11. 1.Facteurs affectant la production de kératinase

D’aprés certains auteurs, 1’optimisation des parameétres affectant la production de
kératinases pourrait améliorée 3 fois la quantité des enzymes kératinolytiques. En effet,
plusieurs parametres affectant la production de kératinases ont été étudiés : la composition du
milieu de culture, sources de carbone et d’azote, le pH, la température, la salinité, 1’agitation,
le temps d’incubation et la concentration du substrat. Généralement, la production maximale
de kératinase a été générée pendant la phase de croissance exponentielle ou a la fin de la

phase stationnaire [83].

La concentration du substrat a été étudiée, et selon les résultats obtenus par [84], des
concentrations supérieures a 10 g/l de substrat (laine de moutons) n’influent pas sur la
production de kératinase. Aussi en présence de la souche de B. subtilis KD-N2, Cai et Zheng,
2009 ont enregistré une plus forte activité de kératinase a 16 g/L de cheveux humain utilisés
comme substrat. En utilisant 2% de farine de plumes comme substrat, la souche Bacillus sp.
Produit une kératinase dont son activité protéolytique était la plus élevée [85]. Cependant, en
variant la concentration du substrat (plumes) de 0.25 a 2 % ,[86] ils ont observé qu’une
concentration de 0.75 % entraine une bonne production de kératinases. Un travail similaire
réalisé par [87] en étudiant I’effet de la concentration de substrat (plume) sur 1’activité de

kératinase. lls ont observé qu’une valeur de 1% conduit a une activité enzymatique maximale
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(680 U/ml). Par contre, [88] ont utilisé une concentration de plumes de volaille de 30 g/L pour
la production de kératinases, quatre souches (licheniformis, B. pumilis, G. stearothermophylus

et R. érythropolis) ont éte testées dans cette étude.

Les auteurs [89] ont testé plusicurs sources d’azote (peptone, extrait de boeuf, extrait de
levure et NaNO3), I’extrait de levure a exercé un effet le plus significatif sur la production de
protéase extracellulaire par Bacillus sp. C et une activité protéase spécifique plus élevée ont
été obtenus (419,06 U/mg). Des rapports similaires ont décrit une production accrue de
protéase en présence d’extrait de levure [90-91]. Cependant, la peptone et 1’extrait de beeuf
ont entrainé une réduction significative de la production d’enzymes. En revanche, le nitrate de
sodium (NaNO3) n’a pas un effet significatif sur la production d’enzymes. Cependant, le
NaNO3 était un produit chimique stimulant pour la production de protéases par de nombreux

microorganismes [92-94].

Plusieurs auteurs ont étudié 1’effet de pH initial sur la production des enzymes
kératinolytiques. Les enzymes protéolytiques de B. mojavensis [92] et Bacillus sp. RGR-14
ont généralement été produites dans un milieu neutre. Egalement, [85] ont déclaré que des pH
supérieurs 7.5 entrainent une diminution de la production de kératinase en présence de
Bacillus megaterium. De méme, le travail effectué par [95] a montré qu’en présence d’une
souche Bacillus sp, I’activité de kératinase était maximale a pH 6.8. D’apres ces auteurs, des

pH inférieurs & 6 conduisent a une inhibition totale de la croissance bactérienne.

Cependant, la production de protéases a caractere kératinolytique a été effectuée dans un
milieu alcalin par plusieurs auteurs. La production de kératinase, produite par la souche
bactérienne Stenotrophomonas lamphella, isolée a partir de déchets de volaille, est optimale a
pH= 8, le substrat utilisé était les plumes coupées en petits morceaux [96]. Un travail similaire
a été rapporté par [84] tel que la souche Exiguobacterium sp. DG a montré une meilleure
production de kératinase avec un pH 8. En utilisant les B. subtilis et B. pumilis, [97] ont
trouvé que la production optimale est obtenue dans un milieu alcalin (pH 9.5). De méme, les
travaux menés par [88] ont montré que la souche B. licheniformis a produit des enzymes
protéolytiques de maniere optimale (50,41 U/ml) a pH 10. Des pH supérieurs a 10 ont été
également discutés (tableau VII).
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La température est le facteur déterminant dans la synthese des enzymes. Cependant, la
température de synthése optimale dépend du type des microorganismes (mésophile ou
thermophile). En effet, la température optimale d’activité des kératinases est trés variable. Elle
s’étend généralement de 25 a 80 °C et cela dépend de I’origine du microorganisme
producteur. Les résultats obtenus par [98] ont trouvé que I’incubation a 25 °C entraine une
dégradation efficace jusqu’a 52% des plumes de poulet pendant 4 jours. De méme, les travaux
meneés par [86] ont montré que la production maximale a été observée a 35 °C en utilisant la
souche Bacillus cereus SKH1cultivé sur un milieu minéral supplémenté par les plumés
comme substrat. [99] ont rapporté qu’une température de 45 °C a été considérée comme
optimale en présence de la B. subtilis.

Egalement, en présence de Bacillius sp cultivé dans milieu minéral a base de la farine de

plumes, la production de kératinase était maximale a 40 °C [85].

Cependant, ont déclaré qu’une bonne activité protéolytique a été obtenue a 55°C.
Egalement, en présence des souches de B. pumilis et de R. erythropolis, [88] ont considéré
qu’une température de 37 °C donne une meilleure activité protéolytique. Mais, ils ont trouvé
que la production optimale de kératinase atteinte 55 °C avec la souche G. stearothermophilus

(les plumes de volaille ont eté utilisées comme substrat).

La plus part des travaux réalisés par plusieurs auteurs ont montré que le temps
d’incubation pour une production importante des enzymes kératinolytiques peut varier de 2 a
7 jours. [84] ont rapporté que la production de kératinase de la souche Exiguobacterium sp.
DGI a augmenté jusqu’a 2 jours, au-dela, la production a diminué. Egalement, la production
optimale de kératinases, produites par les souches B. halodurans PPKS-2 [100], B.
licheniformis ER-15 [101] et Chryseobacterium sp. Kr 6[102], a été détectée pour un temps
d’incubation de 2 jours. Cependant, lorsque les plumes de poulet ont eté appliquées comme
seule source de carbone et d’azote (1%, p/v), la souche Bacillus sp. 50-3 a complétement
dégradé les plumes dans un temps d’incubation de 36 h, pendant ce temps une activité

kératinolytique maximale a été enregistrée, 680 U/ml [87].

Les résultats obtenus par [88] ont montré que les activités protéolytiques maximales de
kératinases produites par B. licheniformis, B. pumilis et G. stearothermophylus, étaient de
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50,41, 35,41, 991 U/ml aprés 2, 2 et 3 jours d’incubation, respectivement. Avec R.
érythropolis, I’activité enzymatique maximale était de 33,39 U/ml apres 4 jours de culture. En
revanche, des temps plus longs d’incubation de 5 j [85], 7 j [103], 12 j [104] et de 15 j [105]

ont été enregistres.

La plupart des microorganismes producteurs d’enzymes sont aérobies, ils ont besoin
d’oxygene pour leur croissance et leur développement. Le manque d’oxygene peut entrainer
des modifications défavorables sur la composition enzymatique et la perte du produit cible,
voire méme inhibe I’organisme. Les besoins en oxygene lors des processus enzymatiques sont
fournis par I’agitation du mélange. Le degré d’aération pour la synthése de la kératinase varie
de 120 a 220 rpm [106,107].

Dans certains cas, il a ét¢ démontré que I’utilisation d’une agitation plus élevé diminue la
production d’enzyme, ce qui peut étre di a la dénaturation de I’enzyme causée par des taux
d’agitation plus élevés [108]. Cependant, des taux d’agitation plus élevés (200 — 250 rpm) ont
été signalés comme un bon facteur pour la production de protéases a partir de B.
amyloliquefaciens [91] isolat AP11 [108], Il a été signalé qu’une agitation faible (100 tr/min),
les substrats et les cellules bactériennes n'étaient pas correctement mélangés, et par suit

abaissant ainsi I’oxygene dissous et conduisant & une production plus faible de kératinase.
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Tableau VII : Optimisation des parametres affectant la production de kératinase.

Souche Origine | Substrat pH | T(°C) Références
Bacillus sp N1 Plume de | plumes 8 37 [109]
poulet
Pseudochrobactrum Plume de | plumes 7.5 30 [110]
IY-BUK1 poulet
Pseudomonas sp Déchet de | - 7 35 [103]
volaille
Streptomyces Sol de plumes 10 50 [111]
albidoflavus déchet de
volaille
Bacillus pumilus GRK | - plumes 10 37 [112]
Thermoactinomyces Engrais plumes 6 65 [106]
sp YTO06 de volaille
Melothermus Source plumes 10 65 [113]
chaude
Bacillus sp 50-3 Matiere plumes 7 37 [87]
fécales
Bacillus subtilis DP1 | Déchet plumes 10 37 [114]
avicole
Bacillus - plume 11 50 [115]
amylotiquefaciens
Stenotrophomonas - kératine azure 10.5 50 [116]
maltophilia
Thermoactinomyces Sol plumes 11 80 [117]
sp
Aspergillus niger - kératine azure 8 70 [118]
Geobacillus - kératine azure 9 60 [119]
stearomophilus
Bacillus sp. Sol de | - 6.8 37 [95]
déchet de
volaille
Stenotrophomonas ferme de | plumes 8 60 [120]
maltophila déchet de
volaille

Une étude comparative menée par [121] sur la dégradation des plumes de volaille (50 g/l)

en utilisant deux souches bactériennes séparées et en co-culture (Bacillus licheni-formis
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BBE11-1 et Stenotrophomonas maltophilia BBE11-1). Les résultats obtenus ont montré que

la dégradation était efficace dans le cas de la Co-culture (figure 16).

B. licheniformis BBE11-1

S. maltophilic BBE11-1

B. licheniformis BBE11-1

&

S. maltophilia BBE11-1

Figure 16: Comparaison entre la Co-culture (composée de 2 souches)
et une culture d’une seule espece [121].

111.2. Caractérisation des kératinases

D’apres la littérature, plusieurs paramétres influencant I’activité kératinolytique sont : le
pH, la température, les ions métalliques, les détergents, etc. La plupart des kératinases
microbiennes ont des pH optimums appartenant a la gamme de pH neutre jusqu’au pH alcalin.
Toutefois, quelques kératinases posseédent des pH optimums extrémement alcalins. D’aprés la
littérature, les kératinases sont généralement stables sur une large gamme de pH allant de 5 a
13.

En présence de la souche Serratia sp isolé de déchets de volaille, [122] ont étudié la
stabilité de la kératinase issue de cette souche, I’activité enzymatique était maximale a pH 7 et

a température 37 °C, ils ont montré aussi que le poids moléculaire de I’enzyme purifiée est de
50 kDa.

La Bacillus sp. JM7, isolée a partir des eaux profondes de la mer, s'est avérée efficace
pour la dégradation de 79,4% de plumes de poulet en 30 h. En effet, la kératinase Ker02562
produite par cette souche a montré une stabilité dans une large gamme de températures variant
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de 30 °C a 60 ° C, avec un optimum a 40 - 50 °C. Le Ker02562 était trés actif a divers pH

allant de 5 a 13 avec une activité maximale observée a un pH de 7 a 9 [123].

L’étude menée par [124] a montré que I’enzyme kératinolytique issue de la Bacillus sp.
NKSP-7, a une excellente efficacité de biodégradation, de lavage et d’épilation des plumes de
kératine. La kératinase purifiée (25 kDa) présente une stabilité dans une gamme de pH de 5,5
a 9,5 et de température de 20 a 60 ° C pendant 8 h. L’activité optimale est obtenue a 65 °C et
pH 7,5. Concernant les ions métalliques, 1’efficacité catalytique a été améliorée en présence
de Ca™, Cd** Na+, Mn*" Aussi, elle a montré une stabilité a la salinité et aux détergents

commerciaux.

La souche Bacillus subtilis DP1 isolée du sol d’une ferme avicole, produit une kératinase
extracellulaire présentant une stabilité kératinolytique dans une large gamme de pH (8 - 12)
et de température (20 - 50 °C) avec un optimum de pH a 7 et 37 °C. Egalement, il a été

signalé que son activité enzymatique a été améliorée en présence des ions Ca>* et Mg** [114].

[125] ont réalisé un travail sur la caractérisation d’une enzyme kératinolytique produite par la
souche Bacillus sp P7. Les résultats obtenus révélent que cette souche a efficacement dégradé
la kératine des plumes. La kératinase produite pendant la croissance sur un bouillon de farine
de plumes avait une activité optimale a 55 °C et pH 9,0. En outre, ’enzyme a été stimulée par
Ca®" et Mg?* et inhibée par Hg*"" Cu2+ et Zn**

La kératinase KerP issue de la souche B. polyfermenticus B4 isolée d’une ferme avicole,
a monté une bonne stabilité (473 U/ml) a pH 9 et T = 60 °C. En outre, 1’activité protéolytique

pourrait étre améliorée en présence des ions de Fe? Mn?* et inhibée par Zn** Ni** [104].

En présence de la souche Bacillus licheniformis H-62, [126] ont rapporté que la
kératinase produite par cette souche présente une ’activité optimale a 40 °C et pH 9.5. Tandis
que la perte d’activité a été observée a des pH inférieurs a 9,0. La plume a été utilisée comme
substrat (30g/l). En plus, L'EDTA, le SDS et 1'urée ont augmenté 1’activité enzymatique;

cependant, Tween-20 présente un effet négatif.

D’apres 1’étude, la kératinase issue de la souche Bacillus subtilis S1-4 montre une
stabilité enzymatique dans une large gamme de pH et de température. Les valeurs optimales
ont été enregistrées a pH 10 (3700 U/mg) et 55 °C (4600 U/mg,). L’ajout des ions Mg2+ et
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Ca®" améliore I’activité kératinolytique, mais elle est inhibée par Cu** Les résultats obtenus
par [127] ont montré que la souche Streptomyces malaysiensis produit une kératinase dont
I’activité enzymatique optimale a été enregistrée a 60 °C et pH 8. Un travail similaire réalisé
par [128] a décelé que la kératinase issue de la souche Bacillus subtilis RSE163 garde son
activité dans des intervalles de pH allant de 7 a 10 et de température variant de 30 a 70 °C,
I’activité optimale a été signalée a pH 9 et 60 °C. Les ions Mn®" et les surfactants Triton-X et
Tween-80 stimulent 1’activité de I’enzyme, mais elle est inhibée par les ions Fe** Cd %" et

K+.

La bactérie Bacillus cereus KK69, isolée de déchets de volaille et cultivée dans un milieu
contenant la plume de poulet comme sources de carbone et d’azote, a produit une enzyme

ayant un caractere kératinolytique dont I’activité est maximale a 50 °C et pH 9.

La quantification de [Dactivité kératinolytique dans différentes conditions est
généralement intéressante en tant qu'élément clé de la caractérisation ultérieure de la cible.
Les méthodes quantitatives permettent une détermination exacte de I'activité protéolytique en
phase liquide (spectrophotométrie, fluorimétrie, radiométrie, chromatographie, électrophorese
capillaire et dosages d’immunosorbants liés a une enzyme). L’activité kératinolytique dans les
extraits de protéines peut étre déterminée en utilisant une variété de substrats chromogenes
insolubles (les exemples sont 1’azur kératine, ’azocaséine, 1’azokératine, etc.). L’extrait
enzymatique est généralement mélangé avec la suspension de substrat et incubé a la
température appropriée. Ensuite, la centrifugation des échantillons élimine le substrat
insoluble et I’absorbance a la longueur d’onde appropriée (280 nm) détecte la libération du

produit (colorant)
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Tableau VII :

kératinases.

Diversité des microorganismes kératinolytiques et propriétés de leurs

Souche Nature de ph T (°C) | Poids Références
kératinase KDa

Bacillus sp. NKSP-7 - 55-95 | 20-60 25 [124]

Serratia sp - 7 37 50 [122]

Bacillus sp N1 - 8 37 - [109]

Bacillus - 9 60 - [104]

polyfermenticus B4

Streptomyces - 8 60 27 [127]

malaysiensis

Bacillus subtilis DP1 - 8-12 20 -50 - [114]

Bacillus subtilis strain - 9 40 46 [129]

PS03.

G.stearothermophilus Métallokératinase 9 60 57 [119]

AD-11

Bacillus - 9 60 - [130]

amyloliquefaciens 35s

Bacillus licheniformis - 9.5 40 26 [126]

H-62

Bacillus cohnii U3 Kératinase a 9 50 - [131]
sérine

Actinomadura Kératinase a 10 70 29 [132]

keratinilytic Cpt29 sérine

Brevibacillus brevis Kératinase a 8 40 29 [133]

US575 sérine

Bacillus sp P7 - 9 55 - [125]
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Conclusion générale

Vue les quantités immense des déchets de plumes de volaille et les effets néfastes sur
I’environnement, il y a une demande croissante de méthodes rentables et respectueuses de
I’environnement pour la valorisation de ces déchets. Parmi lesquelles, les microorganismes
kératinolytiques notamment les bactéries présentent un grand potentiel de transformer les

plumes en produits utilisables dans plusieurs domaines.
D’apreés notre étude réalisée sur les travaux antérieurs, nous concluons que :

« Les bactéries kératinolytiques ont été isolées a partir de différents sites : eaux chaudes, sol

pollué par les déchets avicoles, les déchets de plumes de poulets,...

« Plusieurs souches bactériennes ont utilisées pour la production des enzymes
kératinolytiques. Le genre Bacillus a un role important dans la biotechnologie blanc pour
plusieurs raisons, la majorité des especes sont non pathogéenes, généralement reconnues

comme sires (par exemple B. cereus, B. stearothermophilus, B. licheniformis, B. subtilis, ...)
* Les plumes de poulets ont été utilisées comme sources de carbone et d’azote

« Il a été démontré que la co-culture (composée de plusieurs espéces bactériennes) conduit a

une meilleure dégradation de plumes

* L’optimisation de la production des enzymes kératinolytiques a montré que :
- Le milieu de culture a base de minéral a été plus utilisé que d’autres milieux
- La quantité de substrat varie de 1 a 5 % (p/v)

- Un milieu neutre a alcalin ( pH de 6.5 a 13)

- La température d’incubation varie de 25 a 60 °C

- Le temps d’incubation était de 1 a 7 jours

- L’agitation varie de 150 a 200 rpm
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« La caractérisation des enzymes kératinolytiqys isolées a montré que :
- Les kératinases sont plus stables dans des milieux neutres a alcalins (pH 7 a 13).

- L’activité enzymatique optimale des kératinases extraites dépendent du type des
microorganismes mésophiles ou thermophiles.

- Le poids moléculaires varie de 18 a 280 KDa .
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