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Introduction

La pollution environnementale causée par I’utilisation industrielle des produits
chimiques est toujours un sujet d’actualité. Les alternatives biologiques, compatibles avec
I’environnement, sont de plus en plus privilégiées. Parmi ces alternatives, 1’emploi
d’enzymes industrielles est trés profitable a la fois sur le plan énergétique et ’aspect

environnemental (Drouin, 2005).

Les protéases sont parmi les enzymes hydrolytiques les plus vitales, qui sont
principalement synthétisées par un groupe diversifié de microorganismes et qui représentent
60 % des ventes totales des enzymes dans le marché mondial (Rao et al., 1998 ; Rai et al.,
2010).

Les nouvelles propriétés de ces protéases ont également révolutionné la
biotechnologie avec leurs exploitations dans différentes applications comme la valorisation
de certains coproduits kératiniques, tels que les plumes qui sont composées principalement
de la kératine (Oscar et al., 2015), ces kératines ne sont pas dégradables par les enzymes
protéolytiques communes telles que la trypsine, la pepsine, la papaine. Par conséquent, les

plumes peuvent constituer un probléme environnemental. (Abidi et al., 2008).

L’utilisation de kératinases microbiennes pour la dégradation de la kératine des
plumes en entités peptidiques plus petites, offre une approche alternative plus viable, plus
respectueuse de I’environnement et moins cotiteuse, ainsi que la mise a niveau de la valeur
nutritive de la farine de plumes. (Gupta et Ramnani, 2006 ; Chhimpa et al., 2016), les
kératinases peuvent étre aussi utiliser dans diverses applications tels que : la détergence, la

récupération de I’argent, le traitement du cuir ainsi que la médecine.

Un certain nombre de microorganismes ont ¢été¢ utilisés pour la production de
kératinases, y compris les champignons mésophiles et les actinomycetes (Cedrola et al.,
2012 ; Laba et al., 2013 ; Sivakumar et Raveendran, 2015). Certaines especes de Bacillus

sont également connues pour produire ces enzymes kératinolytiques (Williams et al., 1990).



Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a 1’isolement, la sélection et a la
préidentification d’une souche bactérienne productrice de kératinases, et le présent travail

a pour intéréts :

Sur le plan développement technologique :

La fabrication de la kératine « substrat analytique » a partir des plumes blanches de
poulet, afin de réintroduire ce substrat dans les travaux pratiques des étudiants, on a
¢galement voulu valoriser les plumes de poulet comme milieu de culture «substrat bon

marché » afin de produire des kératinases.

Sur le plan recherche fondamentale :
Nous avons essay¢ de rechercher un isolat bactérien performent, c’est a dire ayant
une activité kératinolytique ¢élevée, par la suite nous renforcerons ce travail par d’autres

techniques expérimentales qui nous permettront éventuellement de publier ce présent travail.

Comme support bibliographique nous avons développé les aspects suivants :
sources de kératine, production mondiale de la volaille, production de la volaille en Algérie,
structure et kératine de plume, kératinases, sources microbiennes, applications industrielles
et le genre Bacillus comme producteur de kératinases.

Pour réaliser nos objectifs, nous avons effectué le travail pratique suivant :
Isolement des souches kératinolytiques sur milieu solide a base de farine de plumes.
Purification des souches kératinolytiques par repiquage successif sur gélose nutritive.
Dosage de I’activité kératinolytique des extraits enzymatiques apres fermentation.

Sélection de [D’isolat le plus performant, et identification morphologique,

biochimique et physicochimique de ce dernier.

Comparaison de 1’activité kératinolytique de 1’isolat le plus performant sur substrat

kératine de plumes et kératine azure.



Parlielhéorique



1. Sources de kératine
1.1. Kératine

1.1.1. Définition

Le mot « Kératine » est apparu dans la littérature aux environs de I’année 1850. La
kératine vient du mot « Kera » en grec qui signifie une corne (Rouse et Van Dyke, 2010).
En effet les kératines représentent une famille des protéines fibreuses insolubles produites
dans certaines cellules épithéliales des vertébrés supérieurs (reptiles, oiseaux, et
mammiferes) (Jacques, 2003 ; Brandelli et al, 2010), connues sous le nom des

scléroprotéines (Kunert, 1989).

En fonction de leurs teneurs en soufre, les kératines sont regroupées en kératines
dures (ongles, plumes, poils et sabots) et en kératines molles (peau et cals) (Scott et

Untereiner, 2004 ; Habbeche, 2014 ; Su et al., 2017).

1.1.2. Role de la kératine

Le role de la kératine est d’assurer une protection de I'animal (ou de 'homme) contre
son environnement naturel. C'est pourquoi elle montre une grande résistance aux attaques
chimiques et enzymatiques. Cette résistance est due a sa forte teneur en cystéine (Jacques,

2003).

1.2. Coproduits kératiniques

La kératine produite est utilisée par de nombreux étres vivants comme ¢lément de
structure et elle garantit une peau imperméable; elle représente 85 % des protéines
cellulaires tels que les cheveux, la laine, les plumes, les ongles et les cornes. (Bragulla et
Homberger, 2009).

+ Laine

La laine fait partie de la famille des fibres protéiques, elle est composée d’environ

97 % de kératine, 2 % de lipides et 1 % de sels minéraux (Elie, 2008).

4+ Cheveux

Les cheveux sont implantés obliquement dans le cuir chevelu ; la tige du cheveu

est entierement kératinisée (65-95 % des protéines du cheveu) (Mitu, 2004).



+ Plumes

A TI’instar de la laine et du cuir, les plumes et duvets sont des coproduits de 1’industrie
alimentaire. Ces deux maticres naturelles ont des caractéristiques physiques spécifiques. En
effet, leurs pouvoir isolant et leurs légeretés, leurs donnent la propriété d’étre utilisées dans

de nombreuses applications courantes (Nouad, 2011).

2. Cas des plumes de volaille

2.1.Production mondiale de la volaille

En 2014, la production mondiale de viande de volaille a été estimée a 110,5 millions
de tonnes (MT), soit une augmentation de 3,9 % par rapport a 2013. Les perspectives
agricoles de la FAO montrent que I’on peut s’attendre a une progression de la production de
volailles de 1,8 % par an de 2015 a 2024, tandis que la production de toutes viandes
confondues augmenterait seulement de 1,3 % par an. La filiere volaille deviendrait alors,
d’ici 2020, la premiére production de viandes dans le monde (134,5 MT en 2023), Ou les
Etats-Unis conserveraient leur place de premier producteur mondial de volailles, devant la

Chine comme indiqué dans le tableau I. (FAO, 2015).

Tableau I: Principaux producteurs de viande de volailles dans monde (équivalent

carcasse) (Food Outlook FAQ., 2015 ; Commission européenne,2015).

Etats Unis +1,5 % 20,7
Chine 18,5 +0,5 % 18,5
L’Union 14,1 +2,6 % 13,5
européenne
Brésil 13,3 +2,9 % 13,6
Russie 3,7 +3,9 % 3.8
Inde 2,5 +1,9 % 2,6
Monde 110,5 +3,9 % 112,1




2.2.Production de la volaille en Algérie

L’¢levage du poulet de chair a depuis longtemps retenu 1’attention de tous les pays.
Cette spéculation a cycle de production trés court a été¢ souvent utilisée pour répondre aux
besoins croissants en protéines animales. L’Algérie essaie d’augmenter sa production
avicole par un programme d’intensification de I’¢élevage aviaire. Sachant que la production
annuelle de poulet de chair en Algérie est de 253 000 tonnes selon la FAO 2009 (Food
Outlook FAO., 2015 ; Commission européenne,2015).

L’ Algérie figure dans les toutes premiéres places de I’élevage du poulet des pays du
grand Maghreb (tableau IT) avec 124 millions de tétes de poulets en 2007, est en 2™ Place
derricre le Maroc avec 140 000 000 tétes, il représente 34,71 % du cheptel de la région
(Nouad, 2011).

Tableau II : Cheptel poulets- Production annuelle (Nombre de tétes) (Nouad, 2011).

Algérie 110 000 | 120 000 | 125000 | 125000 | 125000 | 125000 | 124 000

Libye 25000 | 25000 | 25000 | 25000 | 25000 | 25000 | 25000

Maroc 137000 | 137000 | 137 000 | 137 000 | 137 000 | 140 000 | 140 000

Mauritanie | 4100 4200 4200 4200 4200 4200 4200

Tunisie 61417 | 62000 | 62000 | 64000 | 64000 | 62000 | 64000

Total 337517 | 348200 | 353200 | 355200 | 355200 | 356 200 | 357 200

% Algérie | 32.59% | 34.46% | 35.39% | 35.19% | 35.19% | 35.09% | 34.71%

3. Valorisations des coproduits de volaille

Les principaux coproduits générés dans les usines de transformation de la volaille
sont les plumes, le sang, les résidus de désossage, les pattes et les visceres. Il est a noter que
les quantités de plumes annuelles provenant de 1’abattage de volaille représentent plus de

250 000 tonnes de plumes humides (Boucherba, 2014).



Ces matériaux représentent une quantité massive de déchets solides qui devraient étre
correctement gérés pour éviter les dommages environnementaux et la perte de maticres

premicres importantes pour l'industrie alimentaire et comme ressources biologiques
(Jayathilakan, 2012).

3.1.Structure et kératine de plumes

La plume est composée d’un axe central nommé le rachis, creux a sa base et plein
dans sa partie principale. Elle porte des barbes, insérées en deux séries de part et d’autre de
I’axe dans un seul plan et enchevétrées par des barbules perpendiculaires, qui ne peuvent pas

étre observées a I’ceil nu. (Fig. 01) ces derniers sont accrochés les unes aux autres grace a
des crochets (Kock, 2006).

Rachis (axe plein) Crochets
Barbule

Barbe

Etendard
ou vexille

p
¢ =%
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- =¥ ;; {477
¥ —FF "717’)”))) LARA
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77)
Calamus (axe creux) SP7ITTTIN

Fig. 01 : Anatomie d’une plume (Saha, 2013).

Les plumes ont des structures treés spéciales qui distinguent les oiseaux des autres

animaux et des fonctions physiologiques importantes les plumes se composent de kératine

(de 91 %), de lipides 1%, et d’eau (8 %) (Kock, 2006).

La kératine de plume est une protéine particuliere. Elle a une teneur élevée en
cystéine (Tableau III), un acide aminé soufré qui est a I’origine de la formation des ponts

disulfures, créant un réseau tridimensionnel compact engendrant une grande stabilité
(Fig. 02) (Saravanane et Dhurai, 2012).
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Tableau III : Pourcentage des acides aminés dans les fibres kératiniques des plumes de

Poulet (Savarnane et Dhurai, 2012).

Acide aminé Pourcentage%o Acide aminé Pourcentage%o
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Fig. 02 : Les liaisons de cohésion de la kératine (Berrada, 2007).

4. Kératinases

Les kératinases (EC 3.4.21/24/99,11) sont généralement des serines protéases ou des
métalloprotéases qui hydrolysent les kératines (Pandey et al., 2017), la kératinase agit
comme catalyseur potentiel dans la dégradation des déchets kératiniques sans affecter les

protéines structurelles (Macedo et al., 2005).




4.1.Applications industrielles des kératinases

L’application des kératinases dans 1’environnement ainsi que dans le secteur de la

biotechnologie a été bien étudiée (Pandey et al., 2017), citant les applications suivantes :

Détergence

L’emploi d’enzymes dans les détergents est 1’application la plus répandue de toutes
les technologies enzymatiques (Drouin, 2005) ; environ 89 % des enzymes de détergent sont
des protéases alcalines (Gupta et Ramnani, 2006).

Les kératinases peuvent contribuer a 1’élimination des surfaces kératiniques qui sont
souvent rencontrées dans la blanchisserie, comme les cols des chemises (Gupta et
Ramnani, 2006). De plus, les kératinases sont utilisés dans le nettoyage des canalisations

bouchées par des déchets kératiniques (Farag et Hassan, 2004).

Récupération de ’argent

Les protéases alcalines jouent un rdle crucial dans le bioprocédé des films
photographiques usés pour la récupération d’argent; ces pellicules contiennent du
polyester comme matic¢re de base, enveloppée par une couche de gélatine et une couche
d’argent (1,5 a 2 % par unité de masse). Cet argent est récupéré en brilant ces pellicules,
ce qui provoque une pollution environnementale indésirable, et pour remédier, des
protéases alcalines sont mises en place pour la récupération en continu de 1’argent a partir
de ces films photographiques en décomposant la couche de gélatine qui est difficile a

dégrader par d’autres protéases (Fujiwara, 1989 ; Shankar et al., 2010).

Traitement de cuir
Le tannage est un procédé chimique, consistant a transformer les peaux en les rendant
plus durables et plus souples (Deré, 2007).
Les méthodes conventionnelles dans le traitement de cuir utilisent du sulfure
d’hydrogene et d’autres produits chimiques ce qui cause les pollutions environnementales.
Ainsi, pour ces raisons environnementales, le traitement du cuir utilise une approche

enzymatique ce qui il lui offre plusieurs avantages (diminue les cotits, améliore la qualité du

produit final) (Andersen, 1998 ; Gupta et al., 2002).



Autres applications

Autres applications potentielles des kératinases, c’est la digestion anaérobie des
déchets de volaille pour produire du gaz naturel comme combustible (Brutt et Ichida,
1999).

Dans le domaine de la médecine et de la pharmacie, elles sont employées pour
I’élimination de 1’acné, pour la préparation des vaccins pour la dermatophytose et comme
additifs dans les agents pour éclaircir la peau, car ils stimulent la dégradation de la kératine

(Vignardeta et al., 2001).

4.2. Sources microbiennes des kératinases

Les kératinases sont produites par les bactéries, les Actinomycetes et les moisissures.
Parmi toutes les sources de kératinases, la source bactérienne est dominante il s’agit
d’espéces appartenant au genre Bacillus, particuliérement :
Bacillus. licheniformis et Bacillus subtilis sont les producteurs les plus efficaces des

kératinases (Thys et al., 2004 ; Gupta et al., 2013 ).

Cependant, les kératinases ont été produites aussi par :

+ D’autres souches bactériennes tel que Pseudomonas, Chryseobacterium,
Lysobacter, Nesterenkonia, Kocuria, Microbacterium, Stenotrophomonas,
Serratia, et Meiothermus (Gupta et Ramnani, 2006 ; Daroit et Brandelli,
2014).

+ Les Actinomycétes du genre Thermoactinomyces (Ignatova et al., 1999 ;
Gousterova et al., 2005) et Actinomadura keratinilytica (Habbeche, 2014).

4+ Des champignons : Trichophyton (Asahi, et al., 1985), Microsporum (Kunert,
1989).



4.3. Genre Bacillus comme producteur de kératinases

4.3.1. Taxonomie du genre Bacillus
Le genre Bacillus est ubiquiste dans la nature, il appartient a la famille des

bacillaceae, ordre des bacillales, classe des bacilli, phylum des firmicutes. (Zhang et al.,

2009).

La classification taxonomique des bactéries du genre Bacillus a été auparavant classé
selon leurs caractéristiques morphologiques, biochimiques et physiologiques ainsi que leur
capacité a sporuler (Bron et al., 1999) alors qu’aujourd’hui la classification se base sur
I’analyse comparative des séquences de base de L’ARN ribosomal 16S (Maughan et

Auwera, 2011).

4.3.2. Caractéristiques du genre Bacillus

Le genre Bacillus représente un groupe hétérogeéne de bactéries en forme de
batonnets droit ou légérement incurvées, a Gram positif avec des extrémités arrondies a

I’exception de Bacillus cereus qui possede des extrémités carrées.

Ces bactéries sont immobiles ou mobiles par des flagelles péritriches, aérobies ou
anaérobies facultatifs, elles sont capables de former des endospores résistantes a différentes
conditions défavorables et sont catalase positive, elles sont capables de se développer sur
des milieux ordinaires ainsi que la composition du milieu de culture et les conditions

d’incubations influent sur leurs morphologie (De Vos et al., 2009).
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1. Présentation du travail

Notre travail de recherche est réalisé entre le 06 février et le 25 mai 2017 au niveau
du Laboratoire Pédagogique « Génie Biologique », et au sein du Laboratoire de Recherche

« Microbiologie Appliquée » (LMA).

2. Prélevement d’échantillons

Deux types d’échantillons : sol et plumes ont été collectés en février 2017 a partir

de quatre sites de la wilaya de Bejaia.

2.1. Echantillon sol

Les échantillons sont prélevés au niveau du sol de deux poulaillers amendés avec
des fientes et déchets de plumes de poulets, ces derniers engendrent une activité
microbienne accrue, en [’occurrence, une activité kératinolytique. Ces types
d’environnements sont utilisés dans plusieurs travaux comme source de kératinases

(Pandian et al., 2012 ; Paul et al., 2013 ; Govarthanan et al., 2015 ; Yusuf et al., 2016).

Ces échantillons sont prélevés aléatoirement apreés élimination approximativement
de 03 centimeétres du sol de surface dans 05 points différents et distants, par la suite on a
réalisé un échantillon aliquote en mélangeant I’ensemble des prélevements, le sol (10 g) est

mis en suspension dans 90 ml d’eau distillée stérile.

Concernant les sites de prélévement, il s’agit : d’un site a « Tala Hamza » (Fig. 03)

et un site a « Ighil Ali » (Fig. 04).
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W75, Tala Hamaza, Algéria

Latitude : 36699445 | Longitude : 4996385

Altitude : 12 méatres

Latitude :

Altitude : 585 métres

Googie Dannées cartographiques ©2017 Google Imagerie ®2017 CNES / Airbus, Digitz/Globe  Conditions d'utilisation  Signaler une emeur cartographigque:

Fig. 04 : Site sol de « Ighil Ali ».
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2.2. Echantillon plumes

Les plumes et les déchets de plumes constituent une source idéale de
microorganismes kératinolytiques ayant une activité kératinolytique élevée favorisée par la
présence de plumes en phase de dégradation, cette source est utilisée dans divers travaux
comme source de kératinases (Riffel et al., 2003 ; Thys et al., 2004 ; Sanghvi et al.,
2016).

Les deux échantillons sont prélevés aléatoirement dans 5 points différents des sites
de prélevement. Les plumes et les déchets de plumes (5 g) sont mis dans 300 ml d’eau

distillée stérile (Sanghvi et al., 2016).

Concernant les sites de prélévement, il s’agit: d’une ferme avicole des poules

\

pondeuses qui se situe & «lhadaden Ouffela» (Fig. 05) et un poulailler qui se situe a

« Fenaia IlI-Maten » (Fig. 06).

Boulzvard Krim Belkacem, B&jaiz Algérie X
Latitude : 36.736249 | Longitude : 5.044374

Altitude : 34 méatres

Fig. 05 : Site de « Ihadadene Oufella ».
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PISTE FOOTING, Fenaia limaten, Algérie
Latitude : 36.657007 | Longitude : 4 762568

Altitude : 269 matres

Fig. 06 : Site de « Fenaia Il-Maten ».
3. Isolement et sélection des souches bactériennes kératinolytiques

Un milieu sélectif solide a base de farine de plume (FBMS) (Annexe II) est
employé pour I’isolement des souches kératinolytiques selon la méthode de Williams et
collaborateurs (1990) et pour avoir plusieurs souches kératinolytiques le pH utilisé est de 7

et 8.

Les plumes (Fig. 07) sont collectées au niveau d’une tuerie située a El Kseur

(Bejaia) et la farine de plume (Fig. 08) est préparée en plusieurs étapes :

=%+ Les plumes ont subi plusieurs lavages a I’eau du robinet et un dernier lavage a
I’eau distillée.

4+ Les plumes sont séchées a 150 °C pendant 05 min et sont découpées en petits
morceaux.

4 Les plumes sont broyées et filtrées pour éliminer les grosses particules et avoir

une farine homogene (Habbeche, 2014).
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Fig. 07 : Plumes blanches lavées Fig. 08 : Farine de plumes.
et séchées, tuerie d’El Kseur.

Les échantillons du sol et de plumes préalablement préparés servent de solution
mere et la préparation des dilutions consiste tout d’abord a préparer la solution d’eau
physiologique stérile (Annexe III). Des dilutions décimales sont préparées par 1’ajout

successif de 01 ml de la solution précédente a 09 ml d’eau physiologique stérile jusqu’a

I’obtention de la dilution 10™ (Geng et al., 2004).

0,1 ml est déposé sur des boites de Petri contenant le milieu d’isolement FBMS
dont les plumes broyées servent comme seule sources de carbone et d’azote pour les
microorganismes kératinolytiques, les boites sont ensuite incubées a une température de

37 °C pendant 02 a 05 jours.

En fonction du pH et du site de prélévement, des codes sont attribués pour chaque
isolat qui a poussé sur FBMS. Les isolats sont repiqués 05 fois sur la gélose nutritive

(GN) (Annexe II) et incubés a 37 °C pendant 24 h.
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4. Production de kératinases
4.1.Culture en milieu liquide

La fermentation est réalisée dans un milieu liquide a base de farine de plumes
(FBML) (Annexe II), dans le but de mesurer I’activité kératinolytique des isolats

purifiés.

La préculture correspond a 1’ensemencement de deux colonies dans des tubes a
essai stériles contenant 05 ml du FBML, puis incubés dans un bain-marie agitateur a

37 °C pendant 24 a 48 h (Fig. 09).

La croissance bactérienne est mesurée a 600 nm a 1’aide d’un spectrophotomeétre de

type Shimdzu UVmin-1240.

Fig. 09 : Préculture des différents isolats bactériens.

Des Erlen Meyer de 100 ml stériles contenant 20 ml de milieu de fermentation
FBML sont inoculés a raison de 3 % (v/v) de la préculture et incubés a 37 °C pendant 24,

48 et 72 h. (Fig. 10).
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Fig. 10 : Conduite de la culture des isolats bactériens.
4.2. Test d’activité kératinolytique

4.2.1. Préparation de la solution enzymatique

La solution enzymatique correspond au surnageant de culture récupérée apres

centrifugation a 6000 xg pendant 20 min des cultures incubées 24, 48 et 72 h.

4.2.2. Préparation du substrat

Deux substrats sont utilisés, il s’agit d’un substrat commercial « kératine azure »
(1g) (Fig. 11 et 12) et de la kératine de plume, la kératine azure est utilisée uniquement
pour le dosage de I’activité kératinolytique d’un seul isolat, le plus producteur, et pour le

reste des isolats la kératine des plumes est utilisée.

Fig. 11 : Kératine azur. Fig. 12 : Solution de kératine azur.
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La kératine soluble est préparée a partir de la farine de plumes (5 g) dissout dans
250 ml de diméthyle sulfo oxyde (DMSO), ensuite le mélange est chauffé¢ dans un
condenseur a reflux a 80 °C pendant 4 h. La kératine soluble est ensuite précipitée pendant

2 h par I’addition de 500 ml d’acétone déja refroidis a (-80 °C).

Le précipité est récupéré par centrifugation a 5000 Xg pendant 20 min, ensuite lavé
deux fois avec I’eau distillée et séché a 50 °C jusqu’a I’obtention d’une poudre. 1 g de ce
précipité est dissout dans 20 ml de NaOH (0,05 M) (Annexe III). Le pH est ajusté a 8 par
une solution de HCI (IN), la solution est diluée a 200 ml avec du tampon Tris-HCI

(0,05 M) a pH 8. (Annexe III) (Gradisar et al., 2005 ; Park et Son, 2009).

4.2.3. Incubation enzymatique

L’incubation enzymatique est réalisée par le mélange de 01 ml du surnagent de
culture avec 01 ml de la solution de kératine, ensuite L’incubation du milieu réactionnel se
fait au bain-Marie a 50 °C pendant 10 min, les témoins sont préparés parallelement dans
les mémes conditions sans surnagent de culture. Les réactions sont arrétées par 1’addition

de 2 ml de TCA (0,4 M) (Annexe III) et I’ajout du surnagent de culture aux témoins.

Le mélange est incubé 05 min dans un bain de glace, puis centrifugé pendant
20 min a une vitesse de 5000 xg. L’activité enzymatique est détectée par mesure de

I’absorbance a 280 nm a I’aide d’un spectrophotométre de type Shimdzu UVmin-1240.

Selon Cai et collaborateurs (2008), une unité (U/ml) de I’activité kératinolytique est
définie comme ¢€tant 1’augmentation de la DOago avec le blanc, de 0,01 par min dans les
conditions expérimentales décrites ci-dessus. L’activité est calculée selon la formule ci-

apres :

n : Taux de dilution

4xnxA280 4 - Volume réactionnel final

(0,01x10) (ml)

Activité kératinolytique (U/ml) =

10 : Temps d’incubation (min)
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5. Préidentification de I’isolat sélectionné

L’identification présomptive de I’isolat sélectionné est réalisée par I’application des
techniques classiques de microbiologie basées sur la recherche d’un certain nombre de

caracteres morphologiques, biochimiques (De Vos et al., 2009) et physicochimiques.

5.1.Caracteres morphologiques, biochimiques et physicochimiques

5.1.1. Observation macroscopique

Cette observation permet de déterminer les caractéres culturaux tels que : la vitesse

de croissance, la texture, la couleur de revers de la culture a 1’ceil nu ainsi que 1’odeur.
5.1.2. Observation microscopique

Apres I’examen macroscopique des colonies sur gélose, 1’isolat sélectionné a été

soumis a la coloration de Gram (Annexe IV).
5.1.3. Mobilité

La mobilité est déterminée par examen microscopique des colonies a 1’état frais
entre lame et lamelle puis observée au grossissement X 400 a I’aide d’un microscope

optique (OPTIKA).
5.1.4. Recherche de la catalase

Le test consiste a déposer sur une lame une goutte d’eau oxygénée dans laquelle
sera dissoci¢ un petit prélevement de la colonie, cette derniére est dite catalase positive si
un dégagement gazeux (effervescence) est observé et le contraire indique ’absence de

catalase.
5.1.5. Température optimale de croissance

Afin de déterminer la température optimale, 1’isolat sélectionné est ensemencé
stérilement dans des tubes contenant 07 ml du FBML, puis incubé sous agitation
réciproque a différentes températures 30 © C ,37 °C, 40 °C et 45 °C pendant 48 h, cité par
Boucherba, (2011) et Habbeche, (2014).
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5.1.6. pH optimum de croissance

Le pH optimum pour 1’isolat sélectionné est étudié¢ en variant le pH du milieu de
culture FBML d’une unité de 01 pour une gamme de pH allant de 04 a 10, puis une
incubation a la température optimale pendant 48 h sous agitation, selon Boucherba, (2011)

et Habbeche (2014).

5.1.7. Etude de P’effet de concentration du sel (NaCl)

L’isolat sélectionné est ensemencé sur FBML, dont la concentration en NaCl est
ajustée a 1, 2, 3, 4, 5mg/ml, le milieu témoin est a 0,5 mg/ml du FBML, suivi d’une

incubation sous agitation a température et pH optimums, cité par Boucherba, (2011).

7. Suivi de Pactivité kératinolytique

Apres la préidentificaion de I’isolat EP.1 on a voulu savoir si la kératine de plumes
que nous avons mises au point est meilleure que le substrat commercial « kératine azure »,
a cet effet nous avons suivi 1’activité kératinolytique a 24 h, 48 h, 72 h et 96 h sous

agitation réciproque.
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Cette partie expose I’ensemble des résultats obtenus et leurs discussions portant sur

I’isolement et la sélection d’une souche bactérienne productrice de kératinases.

1. Isolement et purification des isolats

L’isolement des souches bactériennes kératinolytiques sur milieu solide a base de

farine de plume (FBMS) a permis 1’obtention de 15 isolats (Tableau IV) aprés une

incubation de 2 a 5 jours a 37 °C.

Tableau IV : Récapitulatif de la codification, sources d’isolement et conditions de culture.

Isolats Sources pH du Durée Suspension
d’isolement milieu d’incubation bactérienne
(jours)
EP.1 Plumes (Ihadadene 8 2 101
Oufella)
EP.2 Plumes (Ihadadene 8 2 Solution mére
Oufella)
EP.3 Plumes (Ihadadene 8 3 10
Oufella)
EPL.3 Plumes (Ihadadene 8 3 Solution mére
Oufella)
EPL7.1 Plumes (Fenaia Il- 7 4 10
Maten)
EPL7.2 Plumes (Fenaia II- 7 2 Solution meére
Maten)
EPL7.3 Plumes (Fenaia II- 7 2 102
Maten)
ES.1 Sol (Ighil-Ali) 8 3 10
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ES.2 Sol (Ighil-Ali) 8 3 10!
ES.3 Sol (Ighil-Ali) 8 2 102
ESO7.1 Sol (Tala Hamza) 7 2 10!
ESO7.2 Sol (Tala Hamza) 7 3 10!
ESO7.3 Sol (Tala Hamza) 7 5 Solution mére
ESO7.4 Sol (Tala Hamza) 7 4 Solution mére
ESO7.5 Sol (Tala Hamza) 7 4 103
EP.1 : échantillon plumes (Ihadadene Oufella) isolat 1, pHS. Epl7.1 : échantillon plumes (Fenaia Il-Maten) isolat 1, pH7.
EP.2 : échantillon plumes (Thadadene Oufella) isolat 2, pHS. Epl7.2 : échantillon plumes (Fenaia Tl-Maten) isolat 2, pH7.
EP.3 : échantillon plumes (Thadadene Oufella) isolat 3, pHS. Epl7.3 : échantillon plumes (Fenaia Tl-Maten) isolat 3, pH7.
EPL.3 : échantillon plumes (2) (Thadadene Oufella) ESQO7.1 . échantillon sol (Tala Hamza) isolat 1, pH7.
, isolat 3, pHS. ESQO7.2 : échantillon sol (Thala Hamza) isolat 2, pH7.
ES.1 : échantillon sol (Ighil-Ali) isolat 1, pHS. ESQ7.3 : échantillon sol (Tala Hamza) isolat 3, pH7.
ES.2 : échantillon sol (Ighil-Ali) isolat 2, pHS. ESQ7.4 : échantillon sol (Tala Hamza) isolat 4, pH7.
ES.3 : échantillon sol (Ighil-Ali) isolat 3, pHS. ESQ7.5 : échantillon sol (Tala Hamza) isolat 5, pH7.

Les 15 isolats sont purifiés sur gélose nutritive (GN) par des repiquages successifs

(05 fois).
2. Sélection de souches bactériennes kératinolytiques

Les résultats obtenus apres incubation sur le milieu sélectif FBMS a pH 7 et pH 8
incubés pendant 02 a 05 jours a 37 °C ont démontré que les isolats possédent une activité
kératinolytique (Fig. 13), et des caracteres culturaux distincts (Tableau V).

Le choix de la farine de plume comme seule source de Carbon et d’azote dans le
milieu de culture (FBMS) est trés important pour la croissance des souches

kératinolytiques.
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s [§0lat : EP.1 s [s0]lat : EP.3

s [S0Olat : ES.1

s [S0lat : ESO7.3

.“Isolat : ESO7.4

Isolat : ESO7.5

Fig. 13 : Quelques isolats producteurs de kératinases.
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3. Production de kératinases

3.1.Culture en milieu liquide

Apres incubation des précultures pendant 24 a 48 h, une mesure de 1’absorbance
a 600 nm permet de suivre la croissance des isolats dans le milieu de culture liquide a

base de farine de plume (FBML), le tableau VI mentionne les résultats obtenus.

Tableau VI : Suivi de la croissance a 600 nm de tous les isolats a pH 8 et 7

pH Isolats Pré culture de 24 h Pré culture de 48 h
EP.1 0,000 1.086
EP.2 0,000 0,523
8 EP.3 0,796 _—
EPL.3 0,868 __—
ES.1 0,656 _—
ES.2 0,000 0,835
ES.3 0,901 _—
Epl7.1 0,031 _—
EPL7.2 0,000 1.921
EPL7.3 0,000 1,982
7 ESO7.1 0,027 _—
ESO7.2 0,026 _—
ESO7.3 0,000 1,043
ESO7.4 0,032 _—
ESO7.5 0,076 _—
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Résultats et discussion

Les 15 isolats ont poussé sur FBML selon les résultats de 1’absorbance a 600 nm

et leurs précultures de 24 ou de 48 h ont servis pour la conduite de la culture, a savoir un

ensemencement d’un milieu FBML ayant un volume de 20 ml a raison de 3 % (v/v).

3.2. Test de ’activité kératinolytique

Le suivi de I’activité kératinolytique des 15 isolats est donné dans la figure n° 14

etn® 15.

Fig. 14 :

Activité kératinolytique (U/ml)
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Suivi de Pactivité kératinolytique a 24, 48 et 72 h des isolats a pH 8.
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Fig. 15 : Suivi de I’activité kératinolytique a 24, 48 et 72 h des isolats a pH 7.
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L’isolat EP.lest retenu pour la préidentification, c’est un isolat performent vu qu’il
présente une activité kératinolytique de 100 U /ml au bout de 48 h de fermentation, et le

présent travail est comparé aux donnés de la littérature scientifique (Tableau VII).

Tableau VII : Comparaison des activités kératinolytiques.

Souches Activités kératinolytiques Références
(U/ml)
EP.1 100 Présent travail
Bacillus subtilis KD-N2 125 Cai et Zheng, 2009
Bacillus sp. P45 24 Daroit et al., 2009
B. licheniformis PWD-I 30,5 Shih et Michael, 1993
Bacillus sp PW 50 Joshi et al., 2007
Bacillus subtilis P13 2,26 Pillai et al., 2011

La comparaison du résultat de 1’activité¢ kératinolytique de I’isolat EP.1 aux
données de la littérature scientifique montre que ce dernier révele une activité
kératinolytique relativement importante (100 U/ml). Et suffisamment supérieure a celle de
Bacillus sp. P45, Bacillus licheniformis PWD-1, Bacillus sp PW et Bacillus subtilis P13.
Cependant la souche de Bacillus subtilis KD-N2 présente la meilleure activité

kératinolytique (125 U/ml).

A cet effet la farine de plumes constitue une source adéquate pour la production de

kératinases par I’isolat Ep.1.
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4. Préidentification de P’isolat sélectionné EP.1

4.1. Caracteres morphologiques, biochimiques et physicochimiques
La préidentification de I’isolat EP.1 qui présente une activité kératinolytique est
réalisée par observation macroscopique, microscopique et variation de quelques parametres

physicochimique, ce qui permet d’orienter vers un genre bactérien.

4.1.1. Observations macroscopiques

Sur milieu FBMS, aprés 48 h d’incubation a 37 °C; I’isolat EP.1 présente
des colonies blanchatres, bombées, brillantes, rondes et lisses avec un contour

régulier (Fig. 16) caractérisé par une zone d’hydrolyse (4 mm) (Fig. 17).

Fig. 16 : Aspect de I’isolat EP.1 Fig. 17 : Mise en évidence de la zone
sur FBMS. d’hydrolyse de I’isolat EP.1.

Sur GN, aprés 24 h d’incubation a 37 °C ; I’isolat EP.1 purifié présente des petites
colonies de 1 a 2 mm de diamétre, d’une couleur blanche-créme, bombés, envahissantes

avec un contour régulier (Fig. 18).
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Fig. 18 : Aspect de I’isolat EP.1 sur gélose nutritive.

4.1.2. Observation microscopique

La forme des bactéries et leur affinité pour les colorants constituent la base de leur
classification.

L’observation microscopique a révélé que les cellules isolées et purifiées de

I’isolat EP.1 sont a Gram positif et ont une forme batonnet régulier (Fig. 19).

Fig. 19 : Observation microscopique de 1’isolat EP.1

apres coloration de Gram (Grossissement X1000).
4.1.3. Mobilité

L’état frais des cellules de 1’isolat EP.1 a partir d’une culture jeune, montre qu’elles se

présentent sous forme des petits batonnets réguliers trés mobiles (Fig. 20).

Z




(a) : Localisation de deux cellules a t=0s. (b) : Localisation de deux cellules a t=6s.

Fig. 20 : Etat frai de I’isolat EP.1 (Grossissement X 400).

4.1.4. Recherche de la catalase
Le résultat de la mise en évidence d’enzymes respiratoire (la catalase) a montré que
I’isolat EP.1 produit des bulles de gaz (effervescences) (Fig.21), cela veut dire que

I’isolat EP.1 est catalase positive.

Fig. 21 : Formation des bulles de gaz (catalase +).

D’aprés ces caractéres morphologiques et biochimiques étudiés, on présume

que I’isolat Ep.1 appartient au genre Bacillus.

30



Résultats et discussion

4.1.5. Température optimale de croissance

Dans le but de rechercher la température optimale de croissance, 1’isolat EP.1 est
incubé pendant 48 h a différentes températures : 30 °C, 37 °C, 40 °C et 45°C. La

croissance de 1’isolat est mesurée a 600 nm.

Les résultats de I’effet de la température sont mentionnés dans la figure 22, cette

derniére révele que la température optimale de croissance est de 40 °C.
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Fig. 22 : Effet de la température sur la croissance de I’isolat EP.1.

Le tableau ci-dessous montre que certaines especes du genre Bacillus poussent a
une température optimale de 30 °C, 37 °C, 40 °C, 50 °C (Tableau VIII) et d’apres la
littérature scientifique, généralement ce genre peut pousser a des températures allant de

20 °C a 70 °C (Balaji et al., 2008).




Tableau VIII : Comparaison de la température optimale de I’isolat EP.1 a quelques

especes de Bacillus.

Souches Températures Références
optimales
EP.1 40 °C Présent travail
Bacillus subtilis MTCC 40 °C Balaji et al., 2008
Bacillus cereus 1268 40 °C Mazotto et al., 2011
Bacillus licheniformis 1269
Bacillus sp. SCB-3 40 °C Lee et al., 2002
Bacillus subtilis DP1 37°C Sanghvi et al., 2016
Bacillus Amyloliquefaciens 37°C George et al., 1995
Bacillus licheniformis PWDI1 50 °C Williams et al., 1990
Bacillus pseudofirmis 37°C Gassesse et al., 2003
Bacillus. megaterium 30 °C Parck et al., 2009
Bacillus.licheniformis 40-45 °C Lin et al., 1999

4.1.6. pH optimum de croissance

Selon les résultats de la figure 23, I'intervalle de pH permettant une meilleure
croissance de I’isolat EP.1 varie entre 06 et 09 avec un optimum de croissance a 8 a une

température optimale de 40 °C. A pH 4 et 5 aucune croissance n’a été observée.
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Fig. 23 : Effet du pH sur la croissance de I’isolat EP.1.

32




Le pH optimum de I’isolat EP.1 est de pH 8 et il est comparé a plusieurs especes de

Bacillus (Tableau IX).

Tableau IX : Comparaison du pH optimum d’EP.1 a quelque genre de Bacillus

Souches pH optimum Références
EP.1 8 Présent travail
Bacillus licheniformis 8 Deivasigamani et al.,2008
Bacillus sp 8 Atalo et Gash, 1993
Bacillus licheniformis 8 Cheng et al., 1995
Bacillus pumilis 8 Kumar et al., 2008
Bacillus subtilis KS1 5-9 Kim et al., 2001
Bacillus licheniformis K-508 Rozs et al., 2001 ;
! Manczinger et al., 2003
Bacillus sp. FK 28 7,5 Pissuwan et Suntornsuk, 2001
Bacillus sp. FK 46 9 Suntornsuk et Suntornsuk, 2003

4.1.7. Effet de la concentration en NaCl
L’évaluation de la croissance de I’isolat EP.1 en fonction de la salinité est
déterminée par sa culture sur FBML ayant 0,5 mg/ml de NaCl a pH 8. La variation du

NaCl est réalisée a partir de : 1, 2, 3, 4, 5 mg/ml, puis une incubation a 40 °C au bout de 48
heures (Fig. 24).
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Fig. 24 : Effet de la concentration en NaCl sur la croissance de 1’isolat EP.1.

Ces résultats montrent que 1’isolat EP.1 présente un optimum de croissance a une
concentration de 2 mg/ml apres 2 jours d’incubation, au-dela la croissance diminue.

La plupart des micro-organismes ont des besoins limités en sels et sont inhibés par
des teneurs en NaCl supérieures a 2 %, sauf les especes halophiles qui se développent en
milieux salins et tolérent des teneurs en NaCl de 15 % (Bidaud, 1998).

Cet optimum a été observé chez certaines especes de Bacillus telles que Bacillus sp

et d’autres especes du ce genre poussent a des concentrations de 0-12 % (Tableau VIII).

Tableau X : Comparaison de la concentration en NaCl nécessaire pour la croissance du

genre Bacillus.

Souche Concentration en NaCl Références
(m/v)
EP.1 2% Présent travail
Bacillus sp 2% Cherif, 2014

Bacillus luteolus 0-10 % Shi et al., 2011

Bacillus seohaeanensis 0-10 % Lee et al., 2006
Bacillus 0-12 % Donnée non mentionné

oceanisediminis
Bacillus cereus 5% Mossel et al., 1967
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Le tableau XI ci-dessous résume les différentes caractéristiques de I’isolat EP.1.cet

isolat est probablement affili¢ au genre Bacillus, cependant le test de sporulation doit étre
fait et une identification phénotypique et génotypique (séquengage de I’ARNj¢s ) doit étre

faite afin de s’assurer de 1’affiliation de 1’isolat EP.1 au genre Bacillus. Ce travail est en

cours de réalisation.

Tableau XI : Récapitulatif des caracteres obtenus de I’isolat EP1.

Propriétés L’isolat EP.1
Couleur et forme de la colonie Blanchatre, bombée, ronde, lisse
Morphologie de la cellule Bacille régulier
Coloration de Gram +
Mobilité +
Catalase +
Type respiratoire Aérobie
T° de croissance 30-45 (Optimum : 40)
Type de kératinases produite Extracellulaires
pH de croissance 6-9 (optimum : 8)
Croissance en présence de NaCl 0,5-4 % (optimum : 2 %)

Le genre Bacillus est parmi les microorganismes les plus abondants dans la nature.
Grace a son omniprésence ainsi que sa diversité métabolique et génétique, il est en téte de
la production de différents enzymes, substances antimicrobiennes et des insecticides (Bron
et al.,, 1999). Ce genre est trés exploité dans plusieurs applications biotechnologiques

(Priest, 1993).

Les espeéces de Bacillus produisent la kératinases, il y a eu plusieurs travaux
concernant la dégradation des plumes par exemple : Bacillus licheniformis (Williams et
al., 1990 ; Lin et al., 1992), Bacillus sp. (Atalo et Gashe, 1993), Bacillus subtilis
(Zaghloul et al., 1998), Bacillus pseudofirmus (Kojima et al., 2006), Bacillus Souche
FK 46 (Suntornsuk et Suntornsuk, 2003).
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6. Test de I’activité kératinolytique en utilisant la kératine azure

comme substrat

Le tableau XII met en évidence 1’activité kératinolytique de I’isolat EP.1 en utilisant la

kératine azure et la kératine de plume comme substrat.

Tableau XII : Suivi de I’activité kératinolytique de I’isolat EP1 en utilisant la kératine de

plume et la kératine azure.

Activité kératinolytique (U/ml)
Temps (h)
Substrat : kératine de plume Substrat : kératine azure
24 h 62 41
48 h 117 48
72 h 32 0
96 h 0 0

Les kératinases produites par ’isolat EP.1 ont plus de spécificité vis a avis de la
kératine de plume (117 U/ml) que la kératine azure, substrat commercial, (48 U/ml) ce
dernier est tres cher, tel que mis en évidence dans le tableau XIII ou on observe une grande
différence du prix entre la kératine azure avec 75 000 DA et la kératine de plumes avec
18 000 DA, cela semble avantageux pour la valorisation des plumes qui sont généralement

incinérés.

Tableau XIII : comparaison du prix de revient de la kératine de plumes et la kératine

azure
Substrat Cout (DA) |Total (DA)
e Solvants (DMSO et acétone) 14100
Kératine
de plumes * Plumes 0 18 000
e Techniques 3900
Kératine azure 57000 57000
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la recherche de souche productrice de kératinases, quinze isolats
kératinolytique ont été obtenus a partir des plumes et du sol du poulailler collectés de quatre
différentes régions a Bejaia, par la suite les isolats sont examinés pour leurs activités
kératinolytiques et ils ont été sélectionnés sur le milieu solide a base de farine de plume

(FBMS) comme seule source de carbone et d’azote a pH 8 et 7.

Les isolats sont par la suite mis en cultures sur milieu liquide a base de farine de
plume (FBML) afin d’estimer la croissance bactérienne et de mesurer [’activité

kératinolytique pour sélectionner 1’isolat le plus performant.

La mesure de 1’activité kératinolytique a révélé une production de kératinases de 100
U/ml apres 48 h d’incubation. Sur cette base, nous avons retenu I’isolat EP.1 pour la suite

des travaux.

L’étude des caractéres morphologiques, biochimiques et physicochimiques de
I’isolat EP.1 a permet une orientation vers le genre Bacillus avec une croissance optimale a

pH 8, une température de 40 °C et une concentration en NaCl de 2 %.

L’étude comparative portée sur 1’utilisation de la kératine de plume et la kératine
azure comme substrat analytique montre une activité kératinolytique de 117 U/ml sur la
kératine de plume et 48 U/ml sur la kératine azure. Ce qui suggere une spécificité des
kératinases pour la kératine de plumes, a la lumiere de ces résultats, on peut conclure que ce

substrat peut apporter une solution prometteuse pour le test d’activité.

La kératine azure est treés chere (75 000 DA), elle présente une grande différence du

prix par rapport a la kératine de plumes (18 000 DA).

De ce fait, les plumes de poulet représentent un substrat bon marché, trés favorable
pour la production de kératinases. Pour cela, notre travail constitue une fagon innovatrice de

réutiliser et valoriser ces coproduits.
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Au terme de cette €ébauche, nous avons jugé utile de se fixer certains points comme

perspectives :
Sur le plan recherche :

% [dentification phénotypique et génotypique via le séquengage de ’ARN 16s
de I’isolat EP.1.

% La détermination des conditions optimales de culture et de production de

kératinases par la méthode des plans d’expériences.

*— Purification et caractérisation de la kératinases.

Sur le plan économique :
% Faire un inventaire des différents abattoirs industriels existant dans la wilaya
de Bejaia.
% Estimer la production de plume de volaille par jour.

% Faire une étude technico-économique, afin de réaliser une estimation du cott

de production de la kératine.
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Annexe I : Matériels utilisés

# Balance (Scouttmpro) (Ae ADAM AFA-120LC).

%+ Bain Marie agitateur (Memmert).

%+ Bain Marie (raypa).

% Bain Marie (julabo tw 12).

% Centrifugeuse (Sigma 2- 16K).

%+ Etuve (Memmert).

4 pH-métre (BOECO).

# Specrophotometre (UVmini 1240 SHIMADZU).

% Un agitateur & mouvement réciproque (Heidolph Vibramax 100).

4 Un bain Marie agitateur (KIKA LABOURTECHNIK HS-B20digital).



Annexe II : Composition des milieux de cultures en (g/l), autoclavés a 121°C/

16min.

Milieu de culture a Base de Farine de plumes (FBM) (Williams et al.,

1990).
Milieu de culture FBM solide :

% Farine de plume ..............cccceeeeeii...

% MgSO4(7TH20) ...covveiieeeieeee .
= CaCO3 ...,

Milieu de culture FBM liquide :

%+ Farine deplume ............................
& K2HPO4 ...
= MSO4(TH20) ...ovvva
e CaCOB ..o

# Extrait de levure..............................
4 Chlorure de sodium (NaCl)...oooveinenns
e AGAT. ..o,
e pHAINAL ..o,

% Baudestilée.......ooovneeeeieiaieiinn,

7,3+0.2.



Annexe III : Solutions et tampons prépareés.

Eau Physiologique :

La solution est généralement composée d'eau distillée et de chlorure de sodium

(NaCl) Dilué & 9 pour 1000

% EBaudistillée...........ooveeeeeeieiiieieee 1 L.

Solution hydroxyde de sodium NaOH a (0,05 M) :

Pour la préparation de 300 ml d’hydroxyde de sodium qui présent une masse
molaire de 40 g/mol, 0,6 g du NaOH sont dissouts dans 300 ml d’eau distillé suivi d’une

agitation vigoureuse. Le pH est ajusté a 12.

Solution tampon tris HCI (0,05 M) :

Trishydroxyméthylaminométhane (tris) présente une masse molaire de
121,14 g/mol
a servi pour la préparation de 300 ml du tampon tris HCI a 0,05 M, par le mélange de
1,817 g du tris dans 300 ml d’eau distill¢ et ajusté avec I'acide chlorhydrique HCI jusqu’a
I’obtention d’un pH 8.

Solution d’acide trichloracétique TCA (0,4 M) :

L’acide trichloracétique (TCA) avec une mass molaire de 163,39 g/mol dont 26,142

sont dissouts dans 300 ml d’eau distillé et mélangés vigoureusement.



Annexe IV : Coloration de Gram

Réalisation du frottis

4 Nettoyer une lame de verre a 1’éthanol/acétone.

% Déposer sur une lame propre une goutte de suspension bactérienne.

% Réaliser le frottis a partir du centre de la lame en décrivant un mouvement
circulaire.

& Sécher le frottis en passant la lame a la flamme du bec Bunsen (2 a 3 fois).

Réalisation de la coloration de Gram

+ Verser quelques gouttes de violet de gentiane sur le frottis laisser 1 minute puis
¢liminer 1’exces de violet de gentiane avec un peu d’eau sans insister.

#+ Plonger la lame 30s dans le lugole puis rincer abondamment a 1’eau.

4 Rincer avec 1’éthanol/acétone pendant 10spuis rincer abondamment & I’eau.

% Plonger la lame 1 minute dans la fushsine, rincer abondamment a 1’eau.

Observation microscopique

Observation au microscope optique au grossissement x100 aprés 1’ajout d’une

goutte d’huile a immersion.

Lecture des résultats

Les bactéries a Gram positif apparaissent violettes — les bactéries a Gram négatif

apparaissent roses.



Annexes

Annexe V : Tableau de formule

Formule Nom IUPAC
CaCo3 Carbonate de calcium
FeSo4 Sulfate de fer
HCI Acide chlorhydrique
K2HPo4 Monohydrogénophosphate de potassium
MgSo4 Sulfate de magnésium
NaCl Chlorure de sodium
NaOH Hydroxyde de sodium




Résumé

Quinzc souchcs kératinolytiques ont ¢t¢ isolées ct s¢lectionnées a partir des plumcs
de poulet et du sol des poulailler sur milieu solide a base de farine de plumes, 1’estimation
de la biomasse et la mesure de 1’activité kératinolytique sur milieu liquide a base de farine
de plumes a permis de sélectionner 1’isolat EP.1 qui est le plus producteur de kératinases
(100 U/ml) au bout de 48 h.

Une préidentification morphologique et biochimique de I’isolat EP.1 qui est sous
forme batonnet, Gram+, mobile, catalase+ suggére qu’il peut étre affilier au genre Bacillus.
Les parameétres physicochimiques : température, pH, concentration en NaCl de 1’isolat EP.1
sont optimisés par méthode classique, pour avoir une meilleure production de kératinases
(117 U/ml), a un optimum de température de 40 °C, un optimum de pH de 8, et unc

conccntration optimalc cn NaCl dc 2 %.

Les kératinases de I’isolat EP1 ont une grande spécificité vis-a-vis la kératine des

plumcs (117 U/ml) cn comparaison avce la kératine azure (48 U/ml).

Mots-clés : activité kératinolytique, kératinases, isolement, sélection, farine de plumes.

Summary

Fifteen keratinolytic strains were isolated and selected from chicken feathers and
poultry soil on solid feather meal medium, biomass estimation and measurement of
keratinolytic activity on liquid feather meal medium allowed to select isolate EP.1 which is

the most producing of keratinases (100 U/ml) after 48 hours.

A morphological and biochemical pre-identification of the isolate EP.1 which is in
stick shape, Gram +, mobile, catalase + suggests that it can be affiliated to the Bacillus genus.
The physicochemical parameters: temperature, pH, NaCl concentration of the isolate EP.1
are optimized by a conventional method, in order to have a better production of keratinases
(117 U/ml) at an optimum temperature of 40 °C, an optimum pH of 8, and an optimal

concentration of NaCl of 2%.

The keratinases of the 1solate EP.1 have a high specificity to keratin in feathers (117

U/ml) compared to azure keratin (48 U/ml).

Kcywords: keratinolytic activity, kcratinascs, 1solation, sclcction, fcather meal.
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