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introduction

Les enzymes protéolytiques constituent I'un des plus importants groupes d'enzymes
commerciales. Ces enzymes ont ample utilisation dans des procédes industriels, tels que
I'industrie des détergents, L’agroalimentaire et les industries du cuir (Kumar et Takagi ,
1999 ; Gupta et al., 2002).

Les kératines sont des protéines fibrillaires insolubles trouvées dans la peau des
mammiferes, des reptiles et des oiseaux. En raison de leurs caractéristiques structurelles telles
gu'une teneur élevée en liaisons disulfure et hydrogéne, les kératines résistent aux agents de
leurs dégradation chimiques et biologiques (Kublanov et al., 2009).

Les kératinases sont une classe particuliere d’enzymes protéolytiques caractéerisées
par une capacité de dégradation de substrats de kératine insoluble tels que les ongles, les
cheveux, la laine et les plumes. En vue des diverses applications potentielles associées a
I'nydrolyse des substrats kératiniques, ces enzymes gagnent en importance au cours des
dernieres années (Brandelli, 2010 ; Prasad et al., 2010 ).

Les plumes sont des co-produit des usines de traitement de la volaille, atteignant des
millions de tonnes par an avec un impact potentiel sur I'environnement (Azeredo et al., 2006).
En utilisant des traitements physiques et chimiques, les plumes sont actuellement
transformées en farine de plumes. Ces méthodes peuvent détruire certains acides aminés et
diminuer la qualité et la digestibilité des protéines (Riffel et Brandelli, 2006) ce qui entraine
des dépenses, et peut entrainer la contamination du sol, de l'air et de I'eau. Ainsi, une solution
innovante a ces problemes est urgemment nécessaire (Suzuki et al., 2006).

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 coliteuse, ainsi que la mise a niveau de la valeur
nutritive de la farine de plumes. (Gupta et Ramnani, 2006 ; Chhimpa et al., 2016).

Un certain nombre de microorganismes ont été utilisés pour la production de
kératinases, y compris les champignons mésophiles et les actinomycétes (Cedrola et al., 2012
; Laba et al., 2013 ; Sivakumar et Raveendran, 2015), et dans la production d’antibiotique et
d’autres métabolites secondaires bioactifs (Sudo et al., 1995; Sanglier et al., 1996 ; Takahashi
et Omura, ,2003).

C’est dans cet objectif que s’inscrit ce travail qui consiste a étudier la capacité des
souches d’actinomycétes a produire des kératinases dégradant la farine de plume et des

antibiotiques.
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I. Généralités sur les actinomycetes

Les actinomycétes sont des bactéries a Gram positif avec un GC supérieur a 55%
(Goodfellow et Williams ,1983) et une lente croissance, le temps de génération moyen est
d’environ 2 a 3 heures (Larpent et Sanglier, 1989). Ils peuvent produire des filaments ramifiés
de 0,5-1,0 um de diamétre (Eunice, 1983), plus petit que celui des champignons.

Les actinomycetes sont généralement des chimioorganotrophes utilisant une grande
variété de sources d'énergie y compris les polymeres complexes. Cependant, plusieurs especes
sont chimioautotrophe, utilisant I’oxydation de I’hydrogéne comme source d’énergie et le gaz
carbonique comme source de carbone (Mariat et Sebald, 1990; Ensignet al., 1993). Les
actinomycetes préférent un pH neutre ou peu alcalin, ils sont généralement mésophiles, mais
il existe des thermophiles ou ceux qui tolerent des températures allant jusqu’a 60°C (Omura,
1992).

C’est le groupe de microorganismes le plus largement distribué dans la nature(Narayana et
al.,2008), ils sont moins prédominants que les autres bactéries mais bien plus que les
moisissures. Toutefois, les actinomycetes sont en général plus nombreux que presque tous les
autres groupes bactériens considérés individuellement (Harvey, 1999). Ce sont des
microorganismes ubiquitaires que 1’on rencontre sur tous les substrats naturels (Larpent et
Sanglier, 1989). La grande majorité est d’origine tellurique et c’est a partir du sol que ces
bactéries peuvent coloniser de nombreux biotopes (air, composts, eau, fourrages, fumiers,
grains, canne a sucre, ctc, et dans des zones géographiques variées: 1’extréme nord, I’arctique,
les tropiques, les plus hauts sommets des montagnes et les deserts (Badji, 2006; Patarayaetal.,
2010; Boubetraetal., 2013).
I1. Les enzymes des actinomyceétes a intérét biotechnologique

Les Actinomycétes sont un groupe de micro-organismes produisant divers métabolites
secondaires précieux comme les antibiotiques, largement utilisés dans le domaine
pharmaceutique et vétérinaire; les vitamines, les acides organiques et les enzymes (Schmid et
Verger, 1998; Pandey et al., 2000 ; Oskay et al.,2004) .dont les plus utilisées dans différentes

industries sont présentées dans le tableau I ci-dessous.

-
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Tableau I : les enzymes produites par les actinomycetes et leurs applications

Enzymes Souche productrice Application Références
biotechnologiques
Amylases | -Streptomyces I'industrie alimentaire, la Rajagopalanet
avermitilis fermentation, le textile et | al.,2008
-Streptomyces  griseus | l'industrie du papier.
IMRU 3570 Vegalet al.,1991
-Streptomyces sp.
SLBA-08
-Streptomyces strain A3
-Streptomyces rochei
BTSS 1001
Cellulases | -Streptomyces Les industries des pates et | Yassienet al., 2014
drozdowiczii papier, les textiles, les Bagewadiet al.,
-S.lividans bioraffineries,letraitement | 2011
-S.longispororuber des peaux animales, le vin
-Streptomyces sp. B- et le brassage.
PNG23
Xylanases | -Streptomyces spp I'industrie des péates et du | Bode et huber, 2005
-Actinomadurasp . papier. Ninaweet al., 2006
-Actinomadura Sriyapaiet al., 2011
thermophile sp
Lipases -Pseudomonas industries de détergents,
fluorescens produits alimentaires, Kulkarni et gadre
NS2w produits oléochimiques de | ,2002
-Actinomadura sp diagnostique et également | Taibiet al.,2012
dans les domaines
pharmaceutiques le
traitement des graisses et
des huiles, des additifs,
des produits cosmétiques,
de la fabrication de papier.
Protéases | -Streptomyces spp L’industrie des textiles, du
-Streptomyces cuir, des détergents, Schmid et verger,
thermonitrificans fabrication du fromage, 1998
-Nocardiopsis sp. synthese organique, Sharminetal., 2005
NCIM 5124 I’industrie du vin Boeckleet al., 1995
et le traitement des eaux Mohamedin,1999
usées.
L- -Streptomyces griseus Comme agent anti- Janaki, 2016
asparginases | -S. karnatakensis, cancéreux contre certains | Narayana, 2007
-S. albidoflavus cancershumains,
-Nocardia sp principalement
dans la leucémie aigué
lymphoblastique.
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Kératinases | -Streptomyces sp Utilisées dans I'épilation Cai etal., 2008
Enzymatique du cuir, Williams et al., 1990
industrie des détergents et
Le développement de
filmsbiodégradable.

I11. Les Kératinases

Les kératinases ou enzymes kératinolytiques représentent ['un des plus importants
groupes d’enzymes protéolytiques qui ont un grand intérét industriel et de larges applications
dans différents secteurs. Ces enzymes ont la capacit¢é d’hydrolyser les kératines plus
efficacement que d’autres protéases. Elles ont été classées comme des protéinases de
mécanisme inconnu tel que recommandé par I’'TUBMB (Union internationale de biochimie et
de biologie moléculaire) (1978) avec le numéro [EC 3.4.21/24/99.11] (George et al., 1995).
Des recherches récentes ont indiqué que les kératinases sont comme les protéases a sérine en
raison de leurs homologie élevée (97%) avec les protéases alcalines et leur inhibition par les
méme inhibiteurs que les protéases a sérine (Fig.01) et peuvent étre aussi des métallo-
protéases (Ilgnatova et al., 1999 ; Bernalet al.,2006).Ce sont des enzymes qui dégradent
facilement la kératine des plumes, de laine et des cheveux ainsi que d’autres protéines
fibreuses (I’¢élastine et le collagéne) et d’autre non fibreuses (la caséine, la gélatine et

I’albumine) avec un haut degré de spécificité.

Figure 1 : Structure 3D en ruban des kératinases complexes (anonyme I).
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I11.1.0rigine des kératinases

Les Kkératinases sont tres répandues dans le monde microbien et elles peuvent étre

identifiées a partir de micro-organismes des trois domaines: Eucaryotes, Bactéries et Archaea.

Ces micro-organismes ont été isolés des sites les plus distincts, des sols antarctiques aux

sources d'eau chaude, y compris les environnements anaérobies. Par conséquent, les

kératinases microbiennes présentent une grande diversité dans leurs propriétés biochimiques

et biophysiques. Les caractéristiques de certaines kératinases microbiennes sont résumees

dans le tableau II.

Tableau 11:

biochimiques de leurs kératinases.

Diversité des microorganismes

kératinolytiques et quelques propriétés

Microorganismes type M.M pH T Référence
catalytiqu | (kDa | d’activit | d’activit
e ) é é(°C)
Bactéries
Bacillus sp. SCB-3 Metallo 134 |7 40 Lee etal.,
2002
Bacillus cereus DCUW | Serine 80 8,5 50 Ghoshet al.,
2008
Fervidobacteriumislandic | Serine >200 | 9 100 Nam et al.,
um AW-1 2002
Microbacterium sp. kr10 | Metallo 42 7,5 50 ThysetBrandelli,20
06
Streptomyces albidoflavus | Serine 18 6-9,5 40-70 Bressollieret
al., 1999
Streptomyces sp. S7 Serine- 44 11 45 Tatineniet al., 2008
metallo
Kocuriarosea Serine 240 |10 40 Bernalet al.,
2006
Champignons
Aspergillus fumigatus Serine / 6,5-9 45 Santos et al.,
1996
Aspergillus oryzae Metallo 60 8 50 Faraget Hassan,
2004
Paecilomycesmarquandii | Serine 33 8 60-65 Gradisaret al., 2005
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Trichophyton sp. HA-2 | Serine 34 7,8 40 Anbu et al. ,
2008

MM : masse moléculaire.pH : potentiel d’hydrogéne ; T°: température.

II1.2.Mode d’action

Ces enzymes kératinolytiques attaquent principalement les ponts disulfures du substrat
non soluble par clivage de ces derniers ce qui permet 1’attaque des protéases extracellulaires
et donne une accumulation de sulfocysteine, 1’excés de soufre est oxydé en sulfite et en
sulfate ou en thiosulfate qui se concentre dans le milieu réactionnel (Suh et lee ,2001 ;
Anabuetal.,2007) (Fig.02). Des études utilisant des substrats synthétiques ont montré que ces
enzymes ont tendance a hydrolyser les liaisons peptidiques au niveau de lamine des acides

aminés aromatiques et hydrophobes (Venter et al.,1999).

(@)

K-S-S-K > K-SH » Peptide/ Acideaminé
(Kératine native) (Kératine réduite) (Produit)
Cys-S-S-Cys+HS03 > Cys - SH + Cys - SS0°

(b)

E. Juspord [FE85)
OB Viewer

Figure 2: (a) Schéma représentant le mode d’action des kératinases sur les substrats

kératiniques par clivage des ponts disulfures, (b) Représentation schématique des ponts
disulfures entre les résidus de cystéines.(anonyme II).
111.3.Le substrat kératinique

La kératine est une protéine insoluble et hautement stable trouvée principalement dans
les plumes, la laine, les ongles et les cheveux des vertébrés (jacques, 2003;Tomet al
.,2011).Elle est résistante aux enzymes protéolytiques communes telles que la papaine, la
pepsine et la trypsine (Papadopouloset al.,1986)et cette haute résistance de la kératine aux
protéases peut étre attribuée a la conformation moléculaire de leurs acides amingés structurels,

c'est-a-dire emballé dans les hélices a(cheveux) et les feuillets B (plume) en présence de

-
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liaisons disulfures de la cystine, liaisons hydrogenes et les interactions hydrophobes (Parry et
North, 1998).

Les kératines sont des protéines dont les chaines se présentent en hélice a (o kératine)
ou en feuillet B (B kératine) qui se replient en forme tridimensionnelle .Les deux montrent une
structure de matrice filamenteuse caractéristique: des filaments intermédiaires de 7 nm de
diamétre pour l'a-kératine (Fig.03) et des filaments de 3 nm de diameétre pour la B-kératine
(Fig.04). Les deux sont inclus dans une matrice de kératine amorphe. L'unité moléculaire des
filaments intermédiaires de I’a-kératine est un hétérodimeére a bobinage hélicoidal et celle du
filament de la B-kératine est une feuille plissée. La réponse mécanique de l'a-kératine a été
largement étudiée et montre des régions linéaires, et dans certains cas, une forte déformation
élastique réversible. Ainsi, cette forme de kératine peut également étre considérée comme un
«biopolymeére». D'autre part, la 3-kératine n'a pas été étudiée de maniére aussi compléte. Les
matériaux kératiniques sont sensibles a la vitesse de déformation et l'effet de I'hydratation est
important.

=) )" >

‘3(‘1

Figure3 : Structure du filament 1ntermed1a1re de l'a- keratlne (@) modele a billes et a
batonnets de la chaine polypeptidique, et hélice o montrant la localisation des liaisons
hydrogene (ellipse rouge) et le pas de 0,51 nm de I'nélice (Mcmurryet fay,2003); (b) dessin
schématique de la formation de  filaments  l'intermédiaire  reproduite d'apres
(lodishetal.,2000 ;Voet et al.,2008): les chaines en hélice o se tordent pour former les
dimeéres, qui s'assemblent pour former le protofilament. Quatre protofilaments s'‘organisent

dans le filament intermédiaire.

\
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(a) -
~a( po ° v/ \
k“P ® 13/ f‘p 7};—: :\:—u’\--~
o og® Nims ,/47O
e( P O\T e( S e 9.5 nm
—'j(: =] “i 7 “\
- > ® X 3
3 . o PR ST sy s,
.Q\ . :;\-,— .Q") l\ } o
a3 3 < /
@ L 6\';‘ .‘Q:\ :r‘;‘”: =*V\~: o e
% I:‘ - =0z S5O00 5 —
et 4 vi °® %’_' TN Four B- Distorted Beta-keratin

strands B-sheet filament

Figure4 : Structure des filaments de B-kératine: (a) modéle a billes et a batonnets de la chaine
polypeptidique, et illustration du plissé feuille béta (Mcmurry et Fay,2003); (b) dessin
schématique de la formation du filament béta-kératine (adapté de (Fraser et al., 1972):
unechaine polypeptidique se plie pour former quatre brins  qui se tordent pour former la
feuille B déformée. Deux feuilles s'assemblent pour former un filament béta-kératine.
111.3.1. Sources de kératine

La kératine peut avoir différentes sources qu’elle soit animale ou humaine connaissant
diverses utilisations selon la source. Certaines sources de la kératine avec leur utilisation

correspondante sont résumées dans le tableau I11.

Tableau 111 : Diverses sources de kératine et leur utilisation (Selvam et Vishnupriya , 2012) .

Sources Utilisation

Sabots d’animaux Production de colle et de soins capillaires

Sabots en poudre Agent sans restriction dans les aliments pour
animaux

Laine de mouton Réparation de tissus humains, utilisation
biomédicale

Toile d'araignée Soie (B-kératine) Sutures pour chirurgie oculaire, tendon artificiel

et ligaments pour chirurgie du genou

kératine humaine Aliments, vétements, production de soins de la
peau, la production de marqueur dans le
diagnostic des tumeurs

111.3.1.1.Kératine de plume
Les plumes d’oiseaux terrestres sont composées d’une partie protéique (kératine) qui

présente presque 90% des plumes et d’une partie non protéique qui inclut des pigments, des

.
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minéraux, des polysaccharides, des nucléotides, de ’acide urique, du glucose et du ribose
(Grosser,1956).
a).Source des plumes
Les plumes proviennent des volailles, ce sont des coproduits naturels de l'industrie
alimentaire présentant des caractéristiques physiques spécifiques, tel qu'un pouvoir isolant et
une légereté, surtout utilisées dans l'industrie de textile.
Ce sont des sous-produits d'activités parmi lesquels on distingue deux catégories :
e Les plumes et duvets neuves provenant de I'élevage et de I'abattage des palmipédes ou
oiseaux terrestres.
e Les plumes de récupération provenant des articles textiles contenant des plumes.
b).Structure et composition
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 1’axe
dans un seul plan et enchevétrées par des barbules perpendiculaires, qui ne peuvent pas
étreobservées a I’ceil nu. Ces derniers sont accrochées les unes aux autres grace a des crochets

(Fakhfakh-Zouari, 2010) qui les tiennent (fig.05). Cette plume est trés riche en acides aminés.
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Figure 5 : Schéma illustrant une plume.

La plume est générée en grandes quantités comme cproduit dans I’industrie des
volailles a I'échelle mondiale. Elle est considerée comme une trés riche source de protéines
surtout la B- kératine (protéine fibreuse insoluble) qui constitue 91% de la plume (Godheja et
Shekhar , 2014). La présence de la kératine rend la plume récalcitrante a la plupart des
protéases communes comme la trypsine, la pepsine et la papaine, ce qui ralentit son processus

de dégradation dans la nature (Grossr, 1956).
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111.3.2. Valorisation des plumes de volaille
Les plumes et duvets sont, comme la laine et le cuir; des coproduits de 1’industrie

alimentaire. Ces deux matieres naturelles ont des caractéristiques physiques spécifiques. En
effet, leur pouvoir isolant et leur Iégereté, leur donne la propriété d’étre utilisées dans de
nombreuses applications courantes(Diarra, 2014). Donc, les plumes ne doivent pas, sauf cas
particulier, étre considérés comme des déchets au sens habituel du terme, mais plutdt comme
une matiére premiére naturelle traditionnelle, au méme titre que le cuir, la laine, les peaux de
lapins,...etc.( Diarra, 2014).
I11.4.Application des keratinases

Bien que les kératines résistent a I'nydrolyse, leur accumulation ne se produit pas dans
la nature en raison de la spécialisation des micro-organismes kératinolytiques tels que les
mésophiles qui sont les mieux étudiés. Chaque année, les industries produisent des quantités
significatives de déchets contenant de la kératine générant ainsi un besoin urgent de son
utilisation (Dalev, 1994 ; Friedrich, 1996).L’utilisation des kératinases microbiennes
(kératine-hydrolysant les protéines) peut étre une méthode écologique puissante et slre pour
utiliser les déchets de kératine par biodégradation(Kublanovet al.,2009)offrant la possibilité
de recycler ces residus en précieux produits, protégeant ainsi lI'environnement en minimisant
le gaspillage (Daroit et al., 2009; Kublanovet al., 2009; Syed et al., 2009).

Les kératinases microbiennes sont considérées comme des biocatalyseurs prometteurs
a plusieurs fins, tel que leurs applications dans, 1’industrie des engrais, pharmaceutique et
biomédicale, des détergents, du cuir et du textile (Onifade etal. 1998; Gupta et Ramnani 2006;
Brandelli, 2008). Malgré ceci, l'application industrielle et la demande du marché des
kératinases, par rapport aux autres enzymes industrielles, est toujours modérée(Rai et
al.,2009). Un résumé des applications actuelles des kératinases sont présentées dans le
tableau IV.
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Tableau IV : Application potentielle des kératinases microbiennes (Brandelli et al.,2010 ).

industrie Applications

Industrie agro-alimentaire. -production de I’hydrolysat d’aliments.
-compliments alimentaires.
-production d’entomopathogénes.
-production d’engrais azotés.

Pharmaceutique-biomédicale -hydrolyse du prion

-am¢lioration de I’administration des
médicaments

- traitements dermatologiques
-Produits de beauté

Industrie. -Traitement du cuir (tannerie).

-Modification de fibre (textiles).

-Détergents.

-Modification de la fonctionnalité des protéines
(aliments),

-Biopolyméres (films, revétements, colles).
-Traitement des eaux usées / gestion des
déchets.

Biomasse/bioénergie. -Bioconversion des déchets kératiniques pour
la production ultérieure de méthane ou de
biohydrogéne.

111.5. Les Enzymes de ’actinomycéte

La Biodégradation par les kératinases produites par les actinomycetes représente une méthode
alternative pour améliorer la valeur nutritionnelle des déchets de kératine (Noval et
Nickerson, 1959; Young et Smith,1975; Mukhopadhyay et Chandra ,1990; Bdckleet
al.,1995). Les actinomycetes du genre Streptomyces,a savoir S.fradiae, S.pactum,
S.albidoflavus, S.thermoviolaceusSD8et S.graminofaciens, et du genre de Thermoactinomyces
a savoir T.candidus, sont communément décrit comme dégradeur de la kératine avec une
capacité d’agir sur une grande variété de substrat, y compris la kératine des cheveux, la laine

et des plumes (Gupta et Ramnani, 2006) .
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. Matériel

1. Matériel analytique
Le matériel utilisé dans ce travail est réesumé en (Annexe 1).

2. Materiel biologique

2.1. Microorganisme test
Les souches d’actinomycétes étudiées dans ce présent travail font partie de la

collection de Mme BOUDRIES affiliée au Laboratoire de Microbiologie Appliquée(LMA) de
I’université A. Mira de Bejaia. Ces souches ont été isolées sur milieu SCA (Starch Casein
Agar) a partir d’'un échantillon d’eau polluée de la région de Bejaia et conservées a
température ambiante.

2.2. Germes cibles utilisés
Les microorganismes cibles utilisés dans cette étude sont présentés ci-dessous:
Bactéries a Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

SARM ATCC 43300.
Bactéries a Gram negatif
Eshrechia coli ATCC 25922.
Salmonella typhi ATCCATCC 14028.
I1. Méthodologie

I1.1. Purification des souches d’actinomycétes

Avant d’entamer 1’étude expérimentale, une vérification de la pureté de 10 souches
d’actinomycetes est réalisée sur le milieu Minceur 50% d’eau de mer (MEM) ayant servi
pour leur conservation et dont la composition est donnée (Annexe II).

11.2. Sélection des souches protéolytiques

I1.2.1 . Test d’activité protéolytique

Afin de détecter I’activité protéolytique, les souches d’actinomycetes (NAL, AB3,
NA4, ALB20 et NOP 24) sont repiquées sur gélose nutritive au lait (GNL) (Annexe Il) puis
incubés a 28 °C pendant 9 jours.

Le test d’activité est basé sur la diffusion de protéases secrétées par ces souches dans

le milieu de culture et la dégradation de la caseine du lait au tour de la colonie.
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11.3. Sélection de souche kératinolytiques

11.3.1. Préparation du substrat
Le substrat utilisé¢ pour la mise en évidence de I’activité kératinolytique des souches
sélectionnées est la farine de plumes issue des plumes (Fig.06) gracieusement offertes par une

tuerie de volaille & Bejaia. Les étapes de transformations des plumes de volaille en farine

sont décrites ci-dessous :

Plusieurs lavages
des plumes a I’eau
du robinet et un
dernier a I’eau

Séchage des plumes
propres a 150 °C
pendant 2h

Broyage et filtrage
pour avoir une

farine homogene

Farine de plumes

Figure 06: Schéma représentant les étapes de préparation de la farine de plumes
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11.3.2. Culture en milieu solide

Afin de cribler [D’activité kératinolytique, les isolats (ALB20 et NOP24) sont
ensemencés sur milieu solide a base de farine de plume (FBMS) selon la méthode de
Williams et ses collaborateurs (1990) (Annexe II) puis incubés a 28°C pendant 9jours.
11.3.3. Culture en milieu liquide

Dans le but de mettre en évidence et de doser I’activité kératinolytique des souches
ayant montré une bonne croissance sur milieu FBMS, ces derniéres sont ensemencées sur le
méme milieu liquide a base de farine de plumes (FBML) (Annexe II). Les cultures sont
réalisees dans des flacons de 250 ml contenant chacun 50 ml de milieu FBML.
(Fig.07)Ensemencés avec des cylindres d’agar a raison de 3 cylindres d’une culture de la
souche correspondante sur le milieu FBMS. Les cultures liquides sont incubées a 28°C sous
agitation (IKALABORTECHNIK) tel que le montre la (fig. .08) pendant 4 jours.

Figure 08 : Culture liquide sous agitation.

11.4 . Test d’activité kératinolytique

Le dosage de I’activité kératinolytique des souches est réalisé sur le surnageant de

culture recupére apres une centrifugation a 6000 xg pendant 20 min a 4°C.
4.1. Préparation du substrat kératinolytique

Le substrat est préparé selon la méthode de Gradisar et al.,(2005) qui consiste a une :
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v' Extraction de la kératine des plumes
Le substrat utilisé (la kératine) est préparée a partir de (5g) de farine de plumes
dissoute dans 250 ml diméthyle sulfo oxyde(DMSO) le mélange est ensuite chauffé dans un
évaporateur (BUCHI Rotavapor R-200rotatif) pendant 4h (Fig.09).

Figure 09 : Extraction de la kératine des plumes.

v Précipitation du substrat
Le substrat est précipité pendant 2h par I’addition de 500 ml d’acétone refroidis a -80°C
(Fig.10).

Figure 10 : precipitation du substrat.

v/ Concentration et récupération du substrat
La solution d’acétone est centrifugée a 5000 xg pendant 20 min a 4°C, le culot est
ensuite récupéré et lavé abondamment a I’eau distillée, puis séché a 50 °C jusqu'a
I’obtention d’une poudre (Fig.11).
S

Figure 11 : La kératine de plumes.
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4.2. Dosage de Pactivité kératinolytique

1g de farine de plumes est dissout dans 20ml de NaOH (1N) (Annexe I11) le mélange
est ajusté a pH=8 par une solution HCI (1N), la solution est diluée avec 200 ml de tris-HCI
(0,05 M, pH8) (Annexe I11) pour obtenir un substrat a utiliser (Fig.12).

Figure 12: Substrat de I’activité kératinolytique.

Le dosage de I’activité kératinolytique des isolats d’actinomycétes sélectionnés consiste
a mélanger 1ml de la solution de kératine de plumes (substrat) avec 1 ml du surnageant de
culture de la souche étudiée. Ce mélange est incubé au bain marie a 50°C pendant 10 minutes.
Parallelement des témoins sont préparés dans les mémes conditions sans surnageant. La
réaction est arrétée par I’addition de 2ml de TCA (0.4M) (annexe I1I), et de 1ml de surnageant
aux témoins. Enfin le mélange est incubé 5min dans un bain de glace, puis centrifugé pendant
20 min a 5000xg.

L’activité enzymatique est évaluée par mesure de I’absorbance a 280nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre (Shimdzu UVmin-1240).

L’activité est calculée selon la formule suivante :

U= 4xnxAps 280/ (0,01x10)

% n:le taux de dilution.
% 4 le volume final (ml) de la réaction.
% 10 : le temps d’incubation (min).
Une unité¢ (Ul/ml) de I’activité kératinolytique est définie comme étant 1’augmentation
de la DO,gy par rapport au blanc, de 0,01 par minute dans les conditions expérimentales

décrites ci-dessus.
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I11. Activité antibactérienne des souches d’actinomycétes

Afin de tester I’aptitude des souches étudiées a produire des antibiotiques, les isolats
d’actinomycétes ALB 20, NOP 24 sont ensemencés en stries serrees a la surface des milieux
MEM (Annexe II), Aprés incubation a 28°C pendant 10 jours, le test d’activité est effectué
par la méthode des cylindres d’agar vis-a-vis de deux bactéries a Gram positif (S. aureus et
SARM) deux bactéries a Gram négatif (E. coli et Sal. Typhi ).
I11. 1.Test des cylindres d’agar (Bastide et al, 1986)

La mise en évidence de D’activité antibactérienne est réalisée par la méthode des
cylindres d’agar. Pour chaque germe cible, un inoculum a été préparé a partir d’une culture de
18 & 24 h sur milieu Chapman (Annexe Il) pour les deux souches S.aureus et SARM, et sur le
milieu gélose nutritive (GN) (Annexe Il) pour les autres germes cibles. La charge cellulaire de
cet inoculum a été ajustée par dilution dans 1’eau physiologique stérile de fagon a obtenir une
concentration finale de 10" UFC/ml.

Aprées incubation a 28°C, pendant 10 jours, des cylindres d’agar de 6 mm de diamétre
sont découpés stérilement a 1’aide d’un emporte-piéce. Ces derniers sont ainsi déposés a la
surface du milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe 1l) préalablement ensemencés par
écouvillonnage avec le germe cible. Les boites de Pétri portant les cylindres d’agar sont mises
a 4 °C pendant 2 h pour permettre une pré-diffusion des substances bioactives produites par
les souches d’actinomycétes étudiées, puis incubées a 37 °C pendant 24 h. La lecture est
effectuée par mesure du diametre des zones d’inhibition (en mm) autour des cylindres d’agar

(le diametre du cylindre étant pris en compte).
111 .2 .Etude morphologique des souches d’actinomycetes

I11.2.1. Caracteres macromorphologiques

Cette eétude consiste a déterminer la croissance en déterminant la couleur des
mycéliums aérien et du substrat ainsi que celle des pigments solubles produits sur différents
milieux de culture : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6 (Shirling et Gottlieb, 1966), Dont la

composition est donnée en (Annexe 11).
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. Matériel

1. Matériel analytique
Le matériel utilisé dans ce travail est réesumé en (Annexe 1).

2. Materiel biologique

2.1. Microorganisme test
Les souches d’actinomycétes étudiées dans ce présent travail font partie de la

collection de Mme BOUDRIES affiliée au Laboratoire de Microbiologie Appliquée(LMA) de
I’université A. Mira de Bejaia. Ces souches ont été isolées sur milieu SCA (Starch Casein
Agar) a partir d’'un échantillon d’eau polluée de la région de Bejaia et conservées a
température ambiante.

2.2. Germes cibles utilisés
Les microorganismes cibles utilisés dans cette étude sont présentés ci-dessous:
Bactéries a Gram positif
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

SARM ATCC 43300.
Bactéries a Gram negatif
Eshrechia coli ATCC 25922.
Salmonella typhi ATCCATCC 14028.
I1. Méthodologie

I1.1. Purification des souches d’actinomycétes

Avant d’entamer 1’étude expérimentale, une vérification de la pureté de 10 souches
d’actinomycetes est réalisée sur le milieu Minceur 50% d’eau de mer (MEM) ayant servi
pour leur conservation et dont la composition est donnée (Annexe II).

11.2. Sélection des souches protéolytiques

I1.2.1 . Test d’activité protéolytique

Afin de détecter I’activité protéolytique, les souches d’actinomycetes (NAL, AB3,
NA4, ALB20 et NOP 24) sont repiquées sur gélose nutritive au lait (GNL) (Annexe Il) puis
incubés a 28 °C pendant 9 jours.

Le test d’activité est basé sur la diffusion de protéases secrétées par ces souches dans

le milieu de culture et la dégradation de la caseine du lait au tour de la colonie.
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11.3. Sélection de souche kératinolytiques

11.3.1. Préparation du substrat
Le substrat utilisé¢ pour la mise en évidence de I’activité kératinolytique des souches
sélectionnées est la farine de plumes issue des plumes (Fig.06) gracieusement offertes par une

tuerie de volaille & Bejaia. Les étapes de transformations des plumes de volaille en farine

sont décrites ci-dessous :

Plusieurs lavages
des plumes a I’eau
du robinet et un
dernier a I’eau

Séchage des plumes
propres a 150 °C
pendant 2h

Broyage et filtrage
pour avoir une

farine homogene

Farine de plumes

Figure 06: Schéma représentant les étapes de préparation de la farine de plumes
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11.3.2. Culture en milieu solide

Afin de cribler [D’activité kératinolytique, les isolats (ALB20 et NOP24) sont
ensemencés sur milieu solide a base de farine de plume (FBMS) selon la méthode de
Williams et ses collaborateurs (1990) (Annexe II) puis incubés a 28°C pendant 9jours.
11.3.3. Culture en milieu liquide

Dans le but de mettre en évidence et de doser I’activité kératinolytique des souches
ayant montré une bonne croissance sur milieu FBMS, ces derniéres sont ensemencées sur le
méme milieu liquide a base de farine de plumes (FBML) (Annexe II). Les cultures sont
réalisees dans des flacons de 250 ml contenant chacun 50 ml de milieu FBML.
(Fig.07)Ensemencés avec des cylindres d’agar a raison de 3 cylindres d’une culture de la
souche correspondante sur le milieu FBMS. Les cultures liquides sont incubées a 28°C sous
agitation (IKALABORTECHNIK) tel que le montre la (fig. .08) pendant 4 jours.

Figure 08 : Culture liquide sous agitation.

11.4 . Test d’activité kératinolytique

Le dosage de I’activité kératinolytique des souches est réalisé sur le surnageant de

culture recupére apres une centrifugation a 6000 xg pendant 20 min a 4°C.
4.1. Préparation du substrat kératinolytique

Le substrat est préparé selon la méthode de Gradisar et al.,(2005) qui consiste a une :
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v' Extraction de la kératine des plumes
Le substrat utilisé (la kératine) est préparée a partir de (5g) de farine de plumes
dissoute dans 250 ml diméthyle sulfo oxyde(DMSO) le mélange est ensuite chauffé dans un
évaporateur (BUCHI Rotavapor R-200rotatif) pendant 4h (Fig.09).

Figure 09 : Extraction de la kératine des plumes.

v Précipitation du substrat
Le substrat est précipité pendant 2h par I’addition de 500 ml d’acétone refroidis a -80°C
(Fig.10).

Figure 10 : precipitation du substrat.

v/ Concentration et récupération du substrat
La solution d’acétone est centrifugée a 5000 xg pendant 20 min a 4°C, le culot est
ensuite récupéré et lavé abondamment a I’eau distillée, puis séché a 50 °C jusqu'a
I’obtention d’une poudre (Fig.11).
S

Figure 11 : La kératine de plumes.




Matériels et méthodes

4.2. Dosage de Pactivité kératinolytique

1g de farine de plumes est dissout dans 20ml de NaOH (1N) (Annexe I11) le mélange
est ajusté a pH=8 par une solution HCI (1N), la solution est diluée avec 200 ml de tris-HCI
(0,05 M, pH8) (Annexe I11) pour obtenir un substrat a utiliser (Fig.12).

Figure 12: Substrat de I’activité kératinolytique.

Le dosage de I’activité kératinolytique des isolats d’actinomycétes sélectionnés consiste
a mélanger 1ml de la solution de kératine de plumes (substrat) avec 1 ml du surnageant de
culture de la souche étudiée. Ce mélange est incubé au bain marie a 50°C pendant 10 minutes.
Parallelement des témoins sont préparés dans les mémes conditions sans surnageant. La
réaction est arrétée par I’addition de 2ml de TCA (0.4M) (annexe I1I), et de 1ml de surnageant
aux témoins. Enfin le mélange est incubé 5min dans un bain de glace, puis centrifugé pendant
20 min a 5000xg.

L’activité enzymatique est évaluée par mesure de I’absorbance a 280nm a 1’aide d’un
spectrophotomeétre (Shimdzu UVmin-1240).

L’activité est calculée selon la formule suivante :

U= 4xnxAps 280/ (0,01x10)

% n:le taux de dilution.
% 4 le volume final (ml) de la réaction.
% 10 : le temps d’incubation (min).
Une unité¢ (Ul/ml) de I’activité kératinolytique est définie comme étant 1’augmentation
de la DO,gy par rapport au blanc, de 0,01 par minute dans les conditions expérimentales

décrites ci-dessus.
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I11. Activité antibactérienne des souches d’actinomycétes

Afin de tester I’aptitude des souches étudiées a produire des antibiotiques, les isolats
d’actinomycétes ALB 20, NOP 24 sont ensemencés en stries serrees a la surface des milieux
MEM (Annexe II), Aprés incubation a 28°C pendant 10 jours, le test d’activité est effectué
par la méthode des cylindres d’agar vis-a-vis de deux bactéries a Gram positif (S. aureus et
SARM) deux bactéries a Gram négatif (E. coli et Sal. Typhi ).
I11. 1.Test des cylindres d’agar (Bastide et al, 1986)

La mise en évidence de D’activité antibactérienne est réalisée par la méthode des
cylindres d’agar. Pour chaque germe cible, un inoculum a été préparé a partir d’une culture de
18 & 24 h sur milieu Chapman (Annexe Il) pour les deux souches S.aureus et SARM, et sur le
milieu gélose nutritive (GN) (Annexe Il) pour les autres germes cibles. La charge cellulaire de
cet inoculum a été ajustée par dilution dans 1’eau physiologique stérile de fagon a obtenir une
concentration finale de 10" UFC/ml.

Aprées incubation a 28°C, pendant 10 jours, des cylindres d’agar de 6 mm de diamétre
sont découpés stérilement a 1’aide d’un emporte-piéce. Ces derniers sont ainsi déposés a la
surface du milieu Mueller-Hinton (MH) (Annexe 1l) préalablement ensemencés par
écouvillonnage avec le germe cible. Les boites de Pétri portant les cylindres d’agar sont mises
a 4 °C pendant 2 h pour permettre une pré-diffusion des substances bioactives produites par
les souches d’actinomycétes étudiées, puis incubées a 37 °C pendant 24 h. La lecture est
effectuée par mesure du diametre des zones d’inhibition (en mm) autour des cylindres d’agar

(le diametre du cylindre étant pris en compte).
111 .2 .Etude morphologique des souches d’actinomycetes

I11.2.1. Caracteres macromorphologiques

Cette eétude consiste a déterminer la croissance en déterminant la couleur des
mycéliums aérien et du substrat ainsi que celle des pigments solubles produits sur différents
milieux de culture : ISP1, ISP2, ISP3, ISP4, ISP6 (Shirling et Gottlieb, 1966), Dont la

composition est donnée en (Annexe 11).
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Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire de Mycologie de lI'université A. Mira de
Bejaia durant la période allant 07/02/2018 au 14/05/2018, sous la direction de Mme
BOUDRIES.

Dans ce qui suit, seront présentés les résultats et la discussion des principales parties
de ce travail relatives a I’étude de la mise en évidence de I’activité kératinolytique et
antibactérienne  des  souches  d’actinomycétes  ainsi  qu’une  caractérisation
macromorphologique.

I. Purification des souches d’actinomycetes

Dans le but de purifier des souches d’actinomycétes, un milieu de culture MEM
ayant servis a leur conservation a été utilisé. dix souches d’Actinomycétes ont été
ensemencées sur ce milieu. Leur purification a nécessité dix repiquages ce qui a permis

I’obtention de 5 souches d’actinomycetes pures, pour réaliser le reste de 1’expérimentation.
1. Sélection des souches protéolytiques
I1.1. L’activité protéolytique

Les 5 souches d’actinomycétes sélectionnées (NAL, AB3, NA4, ALB20 et NOP 24
sont ensemenceées par spots sur milieu GNL solide & base de lait écrémé et incubées pendant
neuf jours a 28°C . Parmi les isolats testés seul NOP 24 et ALB 20 ont présentés un halo

translucide autour de leurs colonies (Fig.13).

Halo claire |

NOP24 J ALB20 J

Figure 13 : Evaluation de I’activité protéolytique des souches NOP 24 et ALB20.
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Les deux isolats NOP24 et ALB20 présentent des halos translucide autours de leurs

colonies, contrairement aux isolats NA1, AB3, NA4 qui ne présentent aucun halo ce qui

indique 1’absence de 1’activité protéolytique de ces souches.

Le diameétre des halos entourant les colonies des souches protéolytiques est

proportionnel a la quantité de protéases libérées par ces colonies et a la diffusion des enzymes

secrétées dans le milieu pendant le temps d’incubation.

Les diamétres des zones de croissance et d’hydrolyse de chaque souche aprés 9 jours

d’incubation. Sont représentés dans le tableau V

Tableau V : le rapport du diametre de I’halo (mm) sur le diamétre de la colonie (mm),

Souche Diamétre de I’halo Diamétre de la Rapport
en (mm) colonie en (mm)

NOP24 18 9 2

ALB20 19 14 1,35

Les résultats obtenus apres incubation sur le milieu sélectif indiquent que les deux
souches sont dotées d’une activité protéolytique. Cette observation démontre clairement que,
d’une part, ces actinomycétes sont capables d’hydrolyser la caséine du lait (protéine), et
d’autre part, que les enzymes responsables de cette hydrolyse sont sécrétées dans le milieu
extérieur. Ce résultat permet de considérer ces souches comme productrices de protéases
extracellulaires, ce qui représente un point trés positif pour leur production et leur
caractérisation.

Les deux souches ont des diamétres de croissance et d’hydrolyse considérable, ce qui
a permis leur sélection pour la suite du travail.

Plusieurs études sur des souches d’actinobactéries ont rapporté la capacité de ces
dernieres a produire des protéases. Une eétude menée par Nandini et al., (2015) a rapporté la
formation d’une zone de catalyse indiquant la production des protéases par des actinobactéries
isolés d’un territoire régional autour des fermes de volailles alors que Selvam et al.,(2013)
ont pu démontrés que des souches d’actinobactérie isolées a partir d'un échantillon de sol
marin prélevé de la région cétiére du sud de I'Inde peuvent dégrader la caseine (gelose au lait)
et le soja (la farine de soja) ce qui confirme leur activité protéolytique. Selon (Ramasamy et
al., 2016) la souche Nocardiopsis sp. SD8 a formé une zone de translucide autour de ces

colonies indiquant son activité protéolytique.
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D’autres études menees par Kumar et al.,(2012) et Xu et al.(2009) ont montré la
capacité de Bacillus megatariumD1 isolées du sol prélevé de la zone d¢limination des
déchets de volaille a produire des protéases.

I11. Sélection des souches kératinolytiques

En vue de tester ’activité kératinolytiques les isolats NOP 24 et ALB 20 ayant montré
une activité protéasique, sont cultivées par stries sur milieu FBM solide et incubées a 28°C
pendant 9 jours. Les résultats obtenus montrent que les deux isolats (NOP 24, ALB 20)
peuvent dégrader facilement la farine de plumes ce qui prouve que les 2 souches sont
actives sur ce substrat par sécrétion de kératinases (Fig.14). Le choix de la farine de plume
comme seule source de carbone et d’azote dans ce milieu de culture (FBMS) est trés
important pour la croissance des souches keératinolytiques. Ce milieu présente plusieurs
avantages tels que la simplicité de préparation, la variéte, la richesse en kératine et le faible

cout.

NOP24 ALB20

Figure 14 : Evaluation de I’activité kératinolytique des souches NOP 24 et ALB20.

Dans une étude menée par Dastager et al., (2009), les auteurs ont conclu que la souche
Streptomyces gulbargensisa produit des kératinases associées a une croissance maximale.
Les Streptomyces spp isolées de l'eau de mer Méditerranéenne ont étés definie comme
produisant de la kératinase sur le substrat de plume entiere aussi trés actif sur le substrat de
son de blé (Azza et Abdel-Fattah, 2013).Le méme résultat a été obtenu par (EI-Gendy ,2010)

qui a produit la keratinase constitutivement sur de la paille de riz solide.

@
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IV .Test d’activité kératinolytique

Dans le but de doser ’activité kératinolytique des deux isolats étudiés, une culture
est préparée sur milieu liquide a base de farine de plume FBML des isolats kératinolytiques
NOP 24 et ALB 20,

Le substrat kératinolytique utilisé est préparé selon la méthode de Gradisar et
al.,(2005) et l’activité est détectée par mesure de 1’absorbance a 280nm, les résultats de
I’activité kératinolytique des 2 isolats NOP 24 et ALB 20 sont représentés dans le tableau
suivant :

Tableau VI; Résultats de I’activité kératinolytiques des souches NOP 24 et ALB 20.

Isolat Absorbance en (nm) Activité kératinolytique en
(Ul/ml)

NOP24 0,06 2,4

ALB20 0,05 2

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau précedent les deux souches étudiées
présentent des activités kératinolytiques équivalentes de 2,4 et 2 Ul/ml pour la souche NOP
24 et ALB 20 respectivement.

Des études menée par Mona(2008) et Selvam et al ., (2012) ont rapportés des activités
correspondantes a 9.11U/ml et 71.43U/ml pour les souches Streptomyces sp. MS-2 et
Streptomyces albogriseolus NGP respectivement.

Une étude menée par Mehwish et al., (2017) a rapporté une activité de 21.1Ul/ml pour
la souche Bacillus megatarium D1 isolée du sol de la zone délimination des déchets de
volaille.

Ainsi nos souches s’averes €tre peu performantes sur la kératine des plumes utilisée et
dans les conditions expérimentales réalisées. Cela pourrait s’expliquer par la faible affinité
des enzymes produites vis-a-vis de la kératine des plumes testée exigeant ainsi d’autres
expériences utilisant d’autres sources de kératine, ou alors par la faible concentration de
kératinases produites nécessitant des modifications de 1’'une ou de plusieurs conditions

opératoires afin d’optimiser la production d’une part et 1’activité de ces enzymes d’autre part.
V. Activité antibactérienne des souches étudiées ALB 20 et NOP 24

L’activité antibactérienne des deux isolats ALB20 et NOP24 est mise en évidence par

la méthode des cylindres d’agar qui permet de détecter I’effet inhibiteur des souches
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d’actinomycétes envers les germes cibles testés. Ce test est réalisé sur le milieu Muller-Hinton
vis-a-vis de quatre bactéries a savoir Staphylococcus aureus, SARM, Escherichia .coli, et

Salmonella typhi et les résultats sont représentés dans la fig 15
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Figure 15:Activité antibactérienne des isolats ALB20 et NOP 24.

D’aprés les résultats ci-dessus les deux souches étudiées montrent une activité
antibactérienne vis-a-vis des quatre bactéries testées avec des diamétres des zones d’inhibition
variant de 10 mm (noté pour E. coli) a 15 mm (noté pour le SARM) enregistrés pour la souche
ALB20 et de 10 mm (noté pour Sal. typhi) a 16 mm (noté pour E. coli) avec la souche
NOP24 (Fig.15),cette figure illustre une activité des deux isolats étudiés a I’égard des Gram
+ et des Gram- testés. Cette activité peut étre due a différentes molécules ayant un spectre
d’action étroit (vis-a-vis des Gram + ou des Gram -) ou bien a des molécules possédant un
spectre ¢largie (a 1’égard des deux type a la fois).

Parmi, les antibiotiques des actinomycétes, 80% ont des propriétés assez diverses :
antibactérienne, a la fois antibactérienne et antifongique, antiviral, anti-tumorales,

insecticides,... etc. et les 20% représentent les antifongiques (Sanglier et al., 1996).
VI. Etude morphologique des souches d’actinomycétes

En vue d’un début de caractérisation des actinomycétes étudiés une caractérisation
macromorphologique sur les milieux ISP préconisés par Shirling et Gottlieb, (1966) est

réalisée.
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V1. 1Caractéres macromorphologiques

Des observations des cultures des 2 isolats cultivés sur divers milieux (ISP1, ISP2,

ISP3, ISP4, ISP 6) a 28°C sont réalisées apres 7 jours d’incubation. D’aprés les résultats

présentés sur le tableau VI, ci-dessous.

Tableau VII : Résultats de caractéristiques culturales des isolats d’actinomycétes sur les

milieux ISP.
Caractére Croissanc | Sporulatio MA MS PS PM
e n
Isolats
ALB 20 ++ + ++ ++ - -
ISP1 blanc blanc
NOP 24 +++ +++ +++ blanc - -
beige-blanc
ALB 20 +++ +++ +++ +++ - -
ISP2 blanc- blanc
grisatre
NOP 24 +++ +++ +++ blanc - -
beige-blanc
ALB 20 +++ +++ +++ +++ -
verdatre gris- -
ISP3 verdatre
NOP 24 +++ +++ +++ blanc -
beige- -
verdatre
ALB 20 +++ +++ +++ +++ - -
ISP4 blanc blanc
NOP 24 +++ +++ +++ blanc - -
blanc
ALB 20 +++ +++ +++ +++ -
ISP6 blanc- blanc
grisatre
NOP 24 +++ +++ blanc blanc -

. MA : mycélium aérien. MS : mycélium du substrat. PS : pigment solubles. PM: pigments mélanoides. +++ : Abondant. ++ :

Modéré. + : faible. - : inexistant

e L’isolat ALB20 présente une croissance importante sur : ISP2, ISP3, ISP4, ISP6 , et

moyenne sur ISP1. Le mycélium végétatif est blanc sur tous les milieux testés a

I’exception de I’ISP 3 sur lequel ce mycélium est gris-verdatre. L’isolat a sporulé sur

tous les ISP testés. Cependant aucun pigments diffusible ni mélanoide n’est observé

F
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e La souche NOP24 se développe bien sur les cing milieux ISP testés. La couleur du
MA est blanche sur ’ISP4, I’ISP6 alors qu’elle est beige- verdatre sur I’ISP3 et
beige-blanche sur I’ISP1 et ’ISP2. Aucun pigment n’est produit sur ces milieux

‘ ALB20- ISP 4 ALB20- ISP5 ‘ ALB20- ISP6

NOP24-1SP1 NOP24-1SP2 ‘ NOP24-1SP4 ‘ ALB20-1SP6

Figure 16 : Macromorphologie des souches ALB20 et NOP24 sur les milieux ISP.

Les bactéries appartenant a certains genres actinomycetale présentent des
caractéristiques typiques et sont en effet, facilement reconnaissables, particulierement la
forme des colonies ainsi que leurs aspect (présence de MA et du MS) mais également la
disposition des chaines de spores et leur agencement. En effet Selon Shirling et Gottlieb
(1966), I’identification des actinobactéries repose en grande partie sur les caractéristiques
morphologiques qui sont considérées comme des caractéres stables. Certains genres
d’actinobactéries (Streptomyces, Strepstoverticillium, Micromonospora, Microbispora...)
peuvent étre identifiés avec un plus grand degré de précision par rapport aux autres genres

(Nocardia, Actinomadura...) par simple observation microscopique (Williams et al., 1993).

E



Conclusion et

perspéctive



Conclusion et perspectives

Dans le cadre de la recherche des enzymes kératinolytiques produites par des
actinomycetes locales et d’étudier leur activité antagoniste vis-a-vis de deux Gram positif et
deux Gram négatif, dix souches d’actinomycétes isolées a partir d’un échantillon d’cau
polluée de la région de Bejaia ont été purifiées et repiquées sur milieu MEM.

La mise en évidence de I’activité protéolytique a été réalisée sur milieu GNL a 28°C.
Cette culture a révélé, que deux souches sont relativement capables de former un halo de
protéolyse autour des colonies .ce qui a permis leur sélection pour la suite du travail .

Afin de tester la capacité des souches a dégrader la farine de plumes, les deux souches
retenues ALB20 et NOP 24 ont été cultivées sur milieu solide a base de farine de plumes
(FBMS) pour tester leur activité kératinolytique aprés incubation a 28°C pendant 9 jours.

Les deux souches retenues apres culture sur milieu FBMS la ALB20 et NOP 24, sont
mise en culture sur milieu liquide a base de farine de plumes FBML afin d’estimer leur
croissance bactérienne et de doser leur activité kératinolytique.

Le dosage de I’activité kératinolytique a révélé une production de kératinases aprés 4
jours d’incubation pour les deux souches équivalentes a 2 ,4Ul/ml pour la souche NOP24 est
2Ul/ml pour la souche ALB20. Cela pourrait &tre da a la faible affinité entres les kératinases
produites par les souches et le substrat utilisé ou a la faible production des kératinases par les
souches dans les conditions opératoires utilisées.

Au cours de cette étude nous avons réalisé également un test d’antagonisme vis-a-Vis
de quatre souches bactériennes (Staphylococcus aureus, SARM, Escherichia .coli, et
Salmonella typhi). Les résultats ont montré que les deux souches testées possédent une action
antagoniste assez importante sur les quatre germes cibles testés.

Les deux souches ont fait objet d’une étude macromorphologique basée sur
I’observation de leurs caractéres culturaux sur les milieux ISP en boites de Pétri. Cette étude
a mit en relief différents caractéres macromorphologiques distincts des deux isolats.

Au terme de ce travail, les résultats obtenus ouvrent d’autres perspectives et méritent
d’étre compléter par:
e Une Optimisation du milieu et des conditions de culture pour un meilleur rendement ;
e Un test d’activité des souches avec d’autres substrats pour évaluer son éventuel intérét
dans d’autres applications.
e Une identification et caractérisation des protéases produites.

e Elargir le spectre d’activité antimicrobien.
e Un test d’autre activité biologique.
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Annexe 1

Matériel utilisé

e Autoclave.

¢ Balance (Scouttmpro) (Ae ADAM AFA-120LC).
e Barreaux magnétiques.

¢ Bec bunsen.

e Béchers.

e Boite de Petri.

e Bain Marie (raypa).

e Centrifugeuse (Sigma 2- 16K).

e Entonnoir.

e Eprouvettes graduée.

e FErlenmeyers.

e FEtuvea 28 °C (memmert).

e Flacons.

e Micropipette 100ML.

e pH-metre (BOECO).

e plaque agitatrice IKALABORTECHNIKk).

e Pipette Pasteur.

e Rotavapor (BUCHI Rotavapor R-200).

e Spectrophotometre (UVmini 1240 SHIMADZU).

e Tube a hémolyse.



Annexe I

Composition des milieux de cultures en (g/l).

Milieu de culture solide a Base de Farine de plumes (FBM) (Williams et
al.,1990).

o Farinede plume ... ..o 20g
0 K OHP O g
o MQSO4(TH20) .o e 0.5
0 G0 i e et sbeesrae e e e e venes 238
© FESO4 (TH20) v e seennn e e, 01 €
0 NaCl o e srne e sree e e s e aeeen 0.0
L . USRS 209
o Baudistillee .....ooeiii e 11
O PH o 7,2
% Gélose nutritive a base de lait (GNL) :
O P PO, . e 5g.
o Extrait de viande...........ooiiiiiiiii e lg.
® EXtrait de leVUIC. .....oii i e 2g.
e Chlorure de sodium (NaCl) ......ooviiiniii i e e e e e S5¢g
LN ) TSP PP PR 149
o pH NGl ... e 7,3+0.2
@ ATt ECTEME. ..ottt 250ml
@ BAUAISHIIEE. .. oeeei i 750ml

% Gélose nutritive (GN)

Peplone. ... .o e Sg.
Extrait de viande...........cooiuiiiii i lg.
Extrait de 1eVUre. .......ooeii e 2g.
Chlorure de sodium (NaCI) ... e, 5g.
ALAT. . ettt st ettt e ens l4g.
PH AL, e 7,3+0.2.
Bau distillée. ... . ..o 11

% Starch Casein Agar (SCA)



Annexe I

L 0 11§31 P 0.3g
0 KN O g e 2g
0 KOHP O e 2g
0 N L. 2¢g
0 MOSO, TH2O .o 0.05g.
0 G0, e 0.02g.
@ FESO4, TH2O oo 0.01g.
LN 18¢g
O HoOd oo 50 ml
O DH 7.2+0.2.

®,

«* Milieu Minceur

LN 41 (05 S 10g,
LI 55 Q8 v D6 (o (A 1 (R R
L 0] 0] 1< 2g,
LN 18g,
O H O e 1L,
O DH . 7.2
% Milieu Mueller-Hinton
o EXtrait de vIande .........ccooiiiiiii e 2g.
e Hydrolysat acide de cas€ine ...............cooeiiiiriiiiiiiiiiiii e 17,5 ¢
O AMIAON. .ot 1,5¢g
L . 1 P 10g
e 1 litre d’eau de mer 50%.
O DH . e 7,3
% Milieu Chapman
®  PPIONE L.t 10g
o extrait de viande de boeuf i ......coociieiiiie i 19
o  ChIOrUre de SOOIUM ....cveieeiceeee e 759
L 111 o1 (o OSSPSR 10 g.
®  TOUQE A PRENOL........oiie e 0,025 g.
L Vo - U T - | TR 15¢.

O CAU AISTIILEE . ... oottt e et e e e e e e e e e e e e e e r e 1L.



Annexe I

Les milieux ISP ont été préconisés par 1’International Streptomyces Project » (Shirling et
Gottlieb, 1966).

< Milieu ISP1

L ) 0110 ) U< P Sg.
o EXtrait de IeVUIe. .. ..ottt 3g.
L . P 15¢g
o Eaudistillée ... ... IL

O PH 7.2+0.2.

< Milieu ISP2

L 51107 ] 4g
®  EXtrait de leVUIC. .. ..ot 4¢g
o Extraitdemalt....... ..o e 10g
o Eaudistillée ... ... IL.

L N P 20 g.

% Milieu ISP3

@  Farine d’avoine. .......c.oouiiuiiiii e 20 g.
e Solution saline standard.......... ..o 1 Ml
L N 20g
o Eaudistillée ... ..o IL

O PH . 7.2+0.2.

v" Solution saline standard

0 SO, TH2O . .. 0,14q.

0 IMNC12, AH20 . .o 0,1g.

0 ZNSO4, TH20 . . o 0.1g.

®  Eau diStill€e q.S. e e 100 ml.
% Milieu ISP4

O AMIAON. .ttt e 10 g.

O KOHPOUA ..o 19

© MOS0, TH20 .. ... lg

0 N L e e lg

O (NHA)2S0a. .., 2g



Annexe I

e Solution saline standard (voir ISP3).........coiiiii Iml
L . 1 20¢g
o Eaudistillée ... ... IL
O PH. 7.2+0..

< Milieu ISP6

L 0] 70 U 15g.
L o (01 1CT 0TS 0] 00 41 Sg.
e Citrate de ferammoniacal..............coiiiiiiiiii e 0,5g.
e Thiosulfatede SOAIUML.........coiiiniii e 0,08g.
®  EXtrait de leVUIC. ..ot e lg.

O KOHPOMA. ... 1g.
LN PP 20g
o Eaudistille. ... ..o 1L
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Solutions et tampons preparés.

e Solution tampon tris HCI (0,05 M)
Le Trishydroxyméthylaminométhane (tris) présente une masse molaire de121,14 g/mola servi
pour la préparation de 300 ml du tampon tris HCI a 0,05 M, par le mélange de1,817 g du tris
dans 300 ml d’eau distillé et ajusté avec l'acide chlorhydrique HCI jusqu’a 1’obtention d’un
pH 8.

e Solution d’acide trichloracétique TCA (0,4 M)
L’acide trichloracétique (TCA) avec une masse molaire de 163,39 g/mol dont 26,142 sont
dissouts dans 300 ml d’cau distillée et mélangés vigoureusement.

e Solution hydroxyde de sodium NaOH a (1N)
Pour la préparation de 200 ml d’hydroxyde de sodium qui présent une masse molaire de 40

g/mol, 8 g du NaOH sont dissouts dans 200 ml d’eau distillé suivi d’une agitation vigoureuse.



Résumé

Ce travail porte sur I’étude de I’activité kératinolytique et antagoniste par de souches
d’actinomycétes isolées partir d’un échantillon d’eau polluée & Bejaia.

La mise en évidence de l’activité protéolytique des souches d’actinomycétes sur
milieu GNL, nous a permit de sélectionner les deux souches ALB20 et NOP24 comme
meilleures souches productrices de protéases. Ces derniéres  possedent une activité
kératinolytique sur milieu solide a base de farine de plumes et I’estimation de l’activité
kératinolytique sur milieu liquide a base de farine de plumes a révélé une faible activité
équivalente pour les deux isolats avec une activité de 2,4 et de 2 Ul/ml pour les souches NOP
24 et ALB 20 respectivement.

La mise en évidence de I’activité antibactérienne des souches ALB20 et NOP24a été
¢valué a 1’égard de 4 bactéries pathogeénes (S. aureus ATCC 25923, SARM ATCC 43300,E.
coli ATCC 25922, Sal. typhi ATCCATCC 14028) et les deux souches ont présenté une

activité antibactérienne a 1’égard des quatre germes cibles testés.

Mots clés: kératinases, Kkératine, actinomycetes, activité protéolytique, activité

Keératinolytique, activité antibactérienne, farine de plumes.



