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Résumé

Dans un contexte de valorisation de quelques sous-produits agro-alimentaires (marc de café,
plumes de volailles, épluchures de pomme de terre), la souche actinomycetale
Actinopolyspora sp. a été testée pour son aptitude a produire la kératinase dans des milieux
de fermentation congus a partir de ces déchets en adoptant la méthodologie des plans
d’expériences, en particulier la Méthodologie des Surfaces de Réponses (RSM) et les Plans
Composites Centrés (CCD), pour évaluer les effets du marc de café, des plumes de volaille,
des épluchures de pomme de terre et du sulfate d’ammonium sur la production de I’enzyme.
Les résultats obtenus ont révélé une activité kératinolytique dans tous les milieux néanmoins
avec des concentrations différentes ou ’activité maximale est atteinte dans ’essai 15, avec
une valeur de 3,25 mg/ml/min. La méthodologie adoptée nous a permis de conclure que
seuls trois parmi quatre facteurs (marc de café, les plumes de volaille, les épluchures de
pomme de terre et le sulfate d’ammonium) ont des effets significatifs. L’effet linéaire du
sulfate d’ammonium, sur la production des protéines totales et les effets combinés, du marc
de café avec le sulfate d’ammonium d’un coté et les épluchures de pomme de terre avec le
sulfate d’ammonium de ’autre sur la production de kératinase. Les résultats obtenus nous
ont permis de conclure que la souche étudiée est productrice de kératinase.

Mots clés : Actinomyceéte, déchets, kératinase, Actinopolyspora sp., CCD, RSM.



Abstract

In a context of valorization of some agri-food by-products (coffee grounds, poultry feathers,
potato peelings), the actinomycetal strain Actinopolyspora sp. was tested for its ability to
produce keratinase in fermentation media designed from waste by adopting the experimental
design methodology, in particular the Response Surface Methodology (RSM) and the
Centered Composite Plans (CCD), to evaluate the effects of coffee grounds, poultry
feathers, peelings potato and ammonium sulfate on the production of the enzyme. The
results obtained revealed a keratinolytic activity in all the media nevertheless different
concentrations were observed, the maximum activity is reached in the test 15, with a value
of 3,25 mg / ml / min. The methodology adopted concluded that only three among four
factors (coffee grounds, poultry feathers, potato peels and ammonium sulphate) have
significant effects. The linear effect of ammonium sulphate on total protein production and
the combined effects of coffee grounds with ammonium sulphate on one side and potato
peelings with ammonium sulphate in the other on the production of keratinase. The results

obtained allow us to conclude that the studied strain is keratinase producing.

Key words : Actinomycete, wastes, kératinase, Actinopolyspora sp., CCD, RSM
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INTRODUCTION




La croissance démographique a fait que 1’activité humaine demeure le principal

générateur de déchets. Les chiffres ont atteint des proportions alarmantes (3,4 milliards de
tonnes chaque année). Hélas 1’accumulation des déchets est en perpétuelle évolution (Banque
mondiale, 2018). Ceci ne peut avoir que des conséquences néfastes sur la santé publique et
sur I'environnement car il contamine l'air, I'eau et le sol (Tchobanoglous et al., 1993).
Pour pallier ce probléeme, plusieurs techniques de gestion des déchets sont utilisées :
I’incinération, la mise en décharge, le recyclage ou encore le compostage. Les déchets
organiques sont les plus abondants et regroupent tous les déchets fermentescibles produits
par les particuliers. La gestion de ce type de déchets se fait généralement de maniére
biologique par compostage (Lacour et al., 2011).

Les microorganismes sont les principaux acteurs de la décomposition des déchets
agricoles. lls sont hautement performants et sont souvent exploités en biotechnologie pour la
production de molécules bioactives. Les actinomycetes se démarquent des autres groupes
bactériens par leur capacité a produire des antibiotiques et des enzymes ayant une activité

biologique assez importante (Rugthaworn et al., 2007).

A cet égard, la présente étude visera a valoriser quelques déchets agroalimentaires par
le biais d’une souche actinomycétale Actinopolyspora sp. afin d'augmenter le rendement en
kératinase, une méthodologie de surface de réponse (RSM) a été introduite pour quantifier et
interpréter les effets avec précision. Ces surfaces décrivent la facon dont les variables
(facteurs) affectent la réponse (production de métabolites). Elles fournissent des informations
sur les relations entre les variables testées ainsi que 1’effet combiné de toutes les variables sur

la réponse (Box et Draper, 1987).

Nous réserverons une partie théorique a la valorisation des déchets et a la description
biotechnologique des actinomycétes et de 1’enzyme keératinolytique. Alors que la partie
expérimentale visera a optimiser les milieux de cultures pour la production de protéines et de

kératinase qui constitue 1’objectif principal de notre travail.



PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE




1.Traitement et valorisation des déchets

1.1 Les différentes catégories de déchets

Le déchet est tout matériel destiné a I’abandon. Il peut s’agir d’un résidu d’un
processus de production, de transformation ou de de tout autres biens indésirables (Fututra
planete, 2018). L’ activité humaine est considéerée comme le principal producteur de déchets.
La présence des déchets dans la nature a une influence négative sur I’hygiéne
environnementale. L’insalubrité engendre ainsi 1I’émergence et 1a propagation des maladies
(Kassangye Kangoy et al., 2016). Pour y remédier les déchets ont été classés en plusieurs
catégories. Selon leurs degrés de dangerosité pour I’environnement, leurs natures et leurs
provenances. Les différentes classes sont comme suit: les déchets municipaux qui
constituent la classe la plus importante en regroupant les déchets ménagers issu de 1’activité
domestique ou autre, suivi par les déchets industriels qui comportent des déchets solides ou
liquides selon ’activité ainsi que les déchets inertes, d’autres catégories de déchets sont a
citer comme les déchets agricoles (industrie agro-alimentaire, culture ou élevage) qui ont
une grande valeur économique (Balet, 2016). Il existe encore une autre catégorie qui est
destinée aux déchets dangereux, tel que les produits chimiques, les déchets radioactifs, etc.
(Blackman, 2001).

1.2 Gestion des déchets

L’activit¢ humaine génére des quantités de déchets indénombrables. L’étude
prospective de la banque mondiale montre que la production de déchets va augmenter de
70% au cours des 30 ans a venir pour atteindre le chiffre alarment de 3,4 milliards de tonnes
produites chaque année dans le monde (La banque mondiale, 2018). Sachant que la
production de déchets ne va pas diminuer en raison de la croissance démographique et
économique, des mesures ont été prise par les autorités afin de gérer et de valoriser ces
déchets, et ce depuis les années 1970 (Rhyner et al., 1995) Il est a noter que la production
de déchets est relative a la richesse du pays (Figurel). Cependant la gestion des déchets dans
les pays en voie de développement a connu le jour grace a la sensibilisation mondiale (Ben
ammar, 2008). En Algérie par exemple, la gestion du déchet est défini comme toute
opération en relation avec le ramassage ou la collecte du déchet, le tri (la sélection des déchet
selon leur nature et le traitement qui vont subir), la valorisation (elle consiste en 1’utilisation
ultérieur du déchet gréce au recyclage ou compostage etc.), I’élimination du déchet (ce

traitement utilise des procédé physico-chimique comme 1’incinération) et 1’enfouissement



(il est destiné au déchets ultime qui ne peuvent étre traité) (Djemaci, 2012 ; Agence
nationale des déchets, 2019)
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Figure 1: Production de déchets par pays, en kg par jour et par habitant selon
la banque mondiale (Futura planéte, 2018).

2. Les principales techniques de gestions

Pour pallier I’insalubrité environnementale qui met en péril la biodiversité des
écosystemes, une panoplie de techniques de traitements est proposée comme alternative a
la décharge brute. Les principales méthodes sont les suivantes : recyclage, compostage

incinération.
2.1 Le compostage

C’est la dégradation biologique des déchets organique a I’aide de microorganismes
en présence d’oxygene et d’humidité (Figure 2), contrairement a la méthanisation qui se fait
en anaérobiose. Le produit issu du compostage est appelé le compost. C’est un fertilisant
proche du terreau et a une couleur brune. Il est utilisé dans I’agriculture pour améliorer le
taux de matiere organique (Agence de protection environnementale des états unis, 2017). Il
est nécessaire de savoir que les microorganismes qui dégradent la matiére organique

(végétale et animale) ne sont pas pathogéene (Zegels, 2018).
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Figure 2 : Schéma simplifié du mécanisme réactionnel mis en jeu lors du
compostage (Debenest, 2015)

2.2 L’incinération

L’incinération est par définition la combustion contr6lée des déchets a tres haute
température. Les déchets sont réduits en cendres, gaz et en énergie thermique qui peut étre
utilisée ultérieurement. La combustion complete des déchets génere des gaz a effet de serre
comme le dioxyde de carbone, I’anhydride sulfureux ainsi que la vapeur d’eau (Rhyner et
al., 1995). L’incinération est la solution souvent promue par les pays développé (Ben
ammar, 2008). C’est la solution d’urgence pour remeédier a la mise en décharge, Bien qu’elle
soit polluante, cette alternative reste tres répondue dans le monde car elle permet un gain de

surfaces et une élimination des masses de déchets en un temps record (Balet, 2016).
2.3 Le recyclage

Le recyclage est un procédé qui consiste a récupérer et réduire les déchets en les
réintroduisant dans le cycle primaire, tout en produisant un matériau de qualité équivalente
ou moindre au produit initiale (Balet, 2016). Le recyclage est une technique ancienne qui a
débuter dans les années 1940 avec le recyclage du nylon et caoutchouc et autres matériaux
pour la production d’arme, et pris fin aprés la 2°™ guerre mondiale. Cependant I’avénement
du mouvement écologiste en 1970 et la hausse de la production de déchets imposent
I’utilisation de ce procédé (Miller, 2009). C’est une technique salvatrice pour
I’environnement (Figure 3) et dispose d’un bel avenir, particuliérement dans le recyclage

du verre, de I’aluminium, du papier et du plastique (Beazley, 2009).



1,022,000 tons
917,000 tons
787,000 tons
760,000 tons
722,000 tons

1998 1999 2000 2001 2006

Figure 3 : Une réduction de 30% des déchets au Japon (Nagoya) grace au recyclage
efficace (Our world, 2008)

3. Les déchets agricoles

Le domaine agricole et 1’un des importants producteurs de déchets. Selon Loehr
(1974) les déchets issus de I’agriculture seraient largement supérieurs auX déchets
municipaux. De ce fait le traitement et la valorisation de ces déchets s’avérent une tache
difficile vu le grand volume généré (Loehr, 1974). Cette activité génére essentiellement des
résidus de récolte et des déchets animaux et végétaux. Autrement dit ce sont des excédents

de la production agricole qui n’ont pas été utilisé de maniere efficace (Rhyner et al., 1995).

Néanmoins les déchets d’un secteur peuvent devenir la matiere premiére d’un autre
(Figure 4). C’est grace a la nature fermentescible des déechets que leur utilisation polyvalente
devient possible. Le retour au sol est la gestion privilégiée dans le traitement biologique soit
par compostage ou par methanisation (Balet, 2016). D’autres méthodes permettent de
remettre les exces de déchets a un usage bénéfique. La réutilisation des résidus du secteur
agricole et agroalimentaire s’avere une tache réelle a notre époque. Les déchets des végétaux
et des animaux contiennent des éléments utiles qui peuvent étre traités pour la production
de biofertilisants, de composte pour la remise en culture su sol ou encore du biocarburant
(Aladjadjiyan, 2018).
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Figure 4 : Processus de valorisation des sous-produits biodégradables dans
I’agriculture urbaine et périurbaine (Faust Kakai et al., 2010).

3.1 Valorisation des déchets de I’agriculture

L’¢levage est un ¢élément substantiel de I’activité agricole. C’est un secteur privilégié
car il profite d’une attention particuliére consistant & améliorer les rendements des bovins,
des ovins et des caprins, mais aussi les procs, les lapins et les volailles. Chaque espece a sa
place et sa particularité dans cet écosystéme. Alors que 1’agriculteur offre abri et nourriture,
les animaux quant a eux offrent des excréments (urine, fiente, bouse, crotte ou crottins)
(Hollard et al., 2015). Ces déchets s’avérent étre une source de fertilisants naturels riches
en matiere organique et en sels minéraux. La quantité en azote, phosphore, zinc, potassium
et carbone varie en fonction de I’alimentation. Dans le cas des porcs, un modeéle a été adopté

en France en vue de traiter le lisier.

C’est la séparation, I’épuration et le compostage qui sont en téte des méthodes de
traitement. Quant aux déjections avicoles qui ne constitue que 2 a 3% de la masse des
déjections animales, elles sont stoquées et transformées, car elles s’avérent étres dix fois
plus performantes que les déjections porcine et bovine en terme de richesse en azote et en
phosphore (Espagnole, 2010). Hormis I’apport minérale et la qualité fertilisante du lisier,
les déchets de I’agriculture sont aussi utilises dans la production de gaz. Les excréments des
bovins, des porcs, la fiente de volaille ainsi que les déchets agroalimentaires constituent la
matiere premiére du biogaz. Le meilleur exemple a cet egard concerne la production
d’éléctiricité et de chaleur (Gorisch, 2008).



3.2 Valorisation des déchets de I’aviculture

Les déchets issus de I’activité agricole sont nombreux, en premier lieu se trouve la
fiente qui est réputée pour sa forte teneur en minéeraux, elle est donc utilisee comme
fertilisant biologique. Elle rentre tout naturellement dans la composition du fumier frais et
le fumier composté. Ces déjections peuvent subir une combustion dans des centrales de
production d’électricité. Cependant les inconvénients de ce mode de valorisation
(production de gaz a effet de serre) nécessitent d’étre réexaminés au vu de préserver

I’environnement (Espagnole, 2010).

Les déjections avicoles affichent une forte popularité au seins du secteur avicole
faisant ambre sur les autres déchets de 1’aviculture. Les plumes par exemples se positionnant
en seconde place ne connaissent que peu de valorisation. Elles finisent souvent dans des
déchargent. Néanmois parfois elles sont recyclées en fin duvet ou transformées en farine
pour servire de nourriture a d’autres animaux domestiques. Ce n’est qu’au cours de ces
derniéres années que des chercheurs de 1’université de Nabraska en amérique ont eu I’idée
ingénieuse de fabriquer du plastique a partir de plumes de poulets, une altérnative aux
hydrocarbures. Les plumes comme les fanéres (ongle, cheveux, cornes...) sont composées
essentiellemnt de kératine. Cette derniére a été traité avec des produits chimiques et subi des
polimérisations pour fomer de longues chaines caractéristique du plastique. Le plastique
biologique est reyclable et tres facile a traiter. Un simple chaufage suffit pour le remodeler
(Futra science, 2011).

4. Les actinomycetes

4.1 Généralité

Le mot actinomycete peut étre scindé en deux parties aktino du grec qui signifie
rayon et mycetes qui veut dire champignons. Ensemble les deux mots désignent
champignons rayonnants ou a rayons (Kitouni, 2007). Les hyphes résultant de la croissance
des actinomycetes ont longtemps prété a confusion. Alors que les bactériologistes et les
mycologistes se disputaient leur appartenance (Habbache, 2014), les résultats des
recherches scientifiques quant a leurs propriétés chimiques, physiologiques et
immunologiques permirent de les ranger parmi les procaryotes, (Boudmagh, 2011). Ces
derniers ont pour corollaire la structure cytologique du diamétre des hyphes qui est dix fois
inférieur a celui des hyphes fongiques ; ce qui les classe tout naturellement parmi les

bactéries.



4.2 Caractéristiques morphologiques

Les actinomycétes sont des bactéries a coloration de Gram positive, possédant un
coefficient de Chargaff trés élevé, variant d’un peu moins de 50 mol % a un G+C supérieur
a 70 mol %. Les actinobactéries ont également une paroi cellulaire tres rigide composée
d’acide muramique (Bergey, 2012). Les actinomycétes regroupent des bactéries anaérobies
strict comme le genre Actinomyces et aérobie strict appartenant entre autres au genre
Micromonospora, en outre la paroi des actinobactérie ne contient ni chitine ni cellulose.
Ceci confirme ’appartenance procaryote des actinomycetes (Lechevalier et Lechevalier,
1967).

Le groupe des Actinomycétales comprend des organismes phénotypiquement trés
variable partant d’un simple bacille aux coccobacilles jusqu’aux formes mycéliennes
complexes (Goodflleow et wiliams, 1983). Le développement de ces hyphes donne
naissance a des colonies circulaires entourant le germe géniteur (Kitouni, 2007). Selon les
différences morphologiques, les hyphes peuvent se diviser en mycélium aérien et mycélium
du substrat (Figure 5) (Qinyuan Li et al., 2016).

Substrate mycelium
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Figure 5: Coupe transversale d’une colonie d’actinomycétes montrant le
mycélium substrat et mycélium aérien avec des chaines de conidiospores.
(Qinyuan Li et al., 2016)

4.3 Les spores

Les actinomycétes forment des spores par fragmentation de leurs hyphes, par
subdivisions des hyphes existants ou encore par la formation des spores endogenes. Les
myceliums qui se subdivisent en spores peuvent étre engainés ou sans gaine. Ces spores en

termes de différence dans la structure est peu connu, néanmoins il est certain que ces



derniéres entrainent une différence dans le comportement et la survie des cellules (Reponen
et al., 1998).

A D’exception de la plupart des actinomycétes qui sont immobiles, certains produisent des
spores flagellées communément appelées zoospore. Elles procurent a la bactérie la capacité
a se mouvoir dans les milieux aquatiques. Comme cité précédemment cette diversité de
spore offre des arrangements variés. En suivant la terminologie de Cross et par addition aux
zoospores les autres types de spores que nous pouvons avoir sont les arthrospores, les
endospores et les aleuriospores caractéristiques des Streptomyces, des Thermoactynomyces
et des Micromonospora respectivement (Enseign, 1978 ) (Figure 6). De nombreux autres
genres de groupes phylogénétiquement différents sporulent en produisant des sporanges.

Ces derniers proviennent soit des hyphes aériens soit des hyphes du substrat (Figure 5)
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Figure 6 : Production de spores uniques et spores dans les chaines courtes
Monospores:  (A)  Micromonospora, (B) Thermomonospora, (C)
Saccharomonospora, (D) Thermoactinomyces. Dispores : (E) Microbispora.
Oligospores : (F) Nocardia brevicatena, (G) Catellatosp (Qinyuan Li et al.,
2016)

4.4 Ecologie

Les actinomycétes existent dans divers habitats de la nature et représentent un
groupe tres abondant de microbes, largement répandus dans les écosystemes naturels. Ils
habitent principalement le sol et sont responsables de I’odeur caractéristique qui se dégage
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de la terre. Cependant ils occupent d’autres écosystemes tel les milieux aquatiques
(Chamikara, 2016). Ils sont aussi saprophytes et permettent ainsi la dégradation de la
matiere organique dans les sols (Waksman, 1950). Les actinomycetes préférent les pH peu
alcalins et les températures ambiantes (mésophiles). Néanmoins certain sont thermophiles
comme Thermoactinomyces. Ensemble les thermophiles et les mésophiles jouent un role
important dans la dégradation des fourrages et des graines humides mal stockées (Embley,
1994). Il est a noté aussi que les actinomycetes ont repondu présent dans les environnements
extrémes, spécialement dans la région cryophile, par exemple des sols prélevés en
Antarctique, sols désertiques chauds et secs, pétrole brut, sols hautement contaminés par des
métaux lourds, lacs extrémement alcalins et lacs salés (Goodflleow et Wiliams, 1983).
L’omniprésence de ces bactéries affecte peu la nature. Cependant il se trouve que les
actinobactéries sont des agents pathogenes important et causent de nombreuses maladies
humaines, animales ou encore végétales. Nous citons a titre d’exemple la tuberculose qui

affecte aussi bien ’humain que 1’animal, et est causée par les mycobacteries.
4.5 Intérét des actinomycétes dans la biotechnologie

Les actinomycetes sont le pilier de I’industrie actuelle. Ils produisent un nombre
incommensurable de produits actifs. Les bactéries du genre Streptomyces est troné meilleur
producteur de métabolite secondaire d’intérét médical et agronomique. Les métabolites en
question peuvent étre divisé en quatre classes : la premiére classe est réservée aux composés
a activité régulatrice tell que les sidérophores, la seconde comprend les agents antagonistes
(les antifongique, les antiviraux, les antibactériens, etc.), la troisieme inclue les composés
agrobiologiques comme les insecticides et les herbicides et le quatrieme compte pour elle
seule tous les agents pharmacologiques dont les immunomodulateurs et les inhibiteurs
d’enzymes. (Harir et al., 2018 ; Kassangye Kangoy et al., 2016). Cette polyvalence procure
aux actinomycetes la faculté d’intégrer de multiples domaines biotechnologiques, les

rendant ainsi tres précieuses sur le plan économique et commercial.

Les actinomycetes ont depuis tres longtemps été réputés par leurs productions
abondantes d’antibiotique. Ils se classérent meilleur producteur microbien avec une
possession de 55% des antibiotiques commercialisés dans les années 1978 (Embley, 1994).
Ce titre leurs en demeure et se trouvent indétronable, puisque la production d’antibiotique
s’éléve a 65% ayant pour acteur principal les Streptomyces (Joanne Willey et al., 2017). Ces
derniers s’averent d’une importance commerciale et médicale inégalée. La streptomycine,

le chloramphénicol, les tétracyclines et plein d’autres antibiotiques ont été détectés dans le
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genre suscité. Malgré cette multitude d’antibiotique notre santé reste en péril a cause de
I’émergence de la pharmaco-résistance. Les bactéries multirésistantes inquietent les
chercheurs qui se trouvent dans 1’obligation de découvrir des antibiotiques performants avec
de nouveaux mécanismes d’action (Chamikara, 2016). Streptomyces griseus est connu pour
étre I'organisme le plus fréquemment isolés depuis les années 50 (Waksman, 1950)
cependant il démontre encore une fois sa productivité pléthorique et ouvre ainsi la porte de

I’espoir vers une recherche d’un antibiotique salvateur (Takahashi et Nakashima, 2018).
4.6 Production de substances bioactives

Les actinobactéries, est un groupe de micro-organismes partageant les caractéristiques
des bacteries et des champignons (Anandan et al., 2016), il se démarque par sa polyvalence
métabolique. Les actinomycetes possédent un potentiel de substances bioactives qui leur
permet de survivre facilement dans les conditions écologiques défavorables (Nawani et al.,
2013). Elles sont bien connues pour leur production de métabolites primaires et secondaires
(Tableau 1), qui ont des applications importantes dans divers domaines (Anandan et
al.,2016). Définis comme de petites molécules organiques produites par des organismes, les
métabolites secondaires ne sont pas indispensables a leur croissance, leur développement et
leur reproduction (Pandey et al., 2018). Ces derniers peuvent étre des vitamines, des
antibiotiques, des bactériostatiques et bactéricides, des enzymes ou d’autres agents lytiques
(Waksman, 1950 ; Jayanthi et Ritika, 2017).

Tableau 1: Différences principales entre les métabolites primaires et
secondaires (Francois et Corvini, 2000).

Meétabolites primaires Meétabolites secondaires

Synthétisés pendant la trophophase (phase
de croissance cellulaire) et présents tout au
long du cycle cellulaire.

Synthétisés lors de I'idiophase (phase de
ralentissement et  stationnaire), et
apparition a un moment du cycle.

Nécessaires a la croissance.

Ne sont pas indispensables a la croissance.

Rdle physiologique connu.

Réle physiologique mal connu.

« Turn-over » élevé.

« Turn-over » pratiquement nul.

Produits dans des conditions de culture
diverses.

Produits dans des conditions de culture
diverses bien définies.

Ubiquitaires.

Spécifiques.

Enzymes a spécificité étroite.

Enzymes a spécificité large.

Voies de synthése simples et courtes.

Synthése longue et complexe.

Synthése d'un produit parfaitement défini.

Synthése d'un mélange de produits.

Structure chimigue généralement simple.

Structure chimigue souvent complexe.

Concentration élevée.

Concentration faible.
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4.7 Production d’enzymes

Les enzymes microbiennes sont davantage demandées relativement aux enzymes
animales et végétales, non seulement parce qu’elles sont économiques, mais aussi du fait
qu’elles peuvent étre produites a grande échelle dans un espace réduit et un temps limité
(Valsange et al., 2012). Sachant aussi qu’elles sont capables d’avoir une activité appréciable
dans des conditions difficiles (Nigam, 2013). Les actinomycétes ont fourni de nombreux
composés bioactifs importants de haute valeur commerciale et continuent d'étre
régulierement sélectionnés pour de nouvelles substances bioactives (Takizawa et al., 1993).
Parmi lesquelles on retrouve les enzymes et d’autres substances. (Jayanthi et Ritika, 2017).

Ces enzymes sont des protéines de haut poids moléculaire, constituées de longues
chaines d’acides aminés retenues ensemble par des liens peptidiques, agissant comme des
catalyseurs, accélérant les réactions chimiques qui autrement serait trés lentes ou mémes
statiques, d’une fagon trés spécifique grace a leur possession d’un site actif, sans étre
consommeées dans le procédé (Meunier, 1999). La grande variété d’enzymes produites par
les actinomycetes marines et terrestres. La figure 7 et le tableau 2 représentent les produits
industriels les plus importants de ces micro-organismes apres les antibiotiques (Harir et al.,
2018).

Figure 7 : Quelques enzymes produites par les actinobactéries. a. Amylase, b.
Protéase et c. Lipase. La zone d'inhibition autour de I'actinobactérie inoculé
témoigne la production d'une enzyme particuliére (Anandan,et al., 2016).
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Tableau 2 : Les diverses enzymes produites par les actinobactéries et leurs différentes applications industrielles (Anandan, et al., 2016).

Application
Enzyme Actinobactéries Usage lnzi:lsm elle
Thermoactinomyces sp., Détergents Détergent
Nocardiopsis sp., Fabrication de fromage Aliments
Protéase Streptomyces pactum, Clarification-biére a faible calories  Brassage
Streptomyces thermoviolaceus, Dépouillement Cuir
Streptomyces sp Traitement du caillot sanguin Médecine
Streptomyces sp., Enlévement des taches Détergent
Thermobifida halotolerans, Finition denim, adoucissement du ~ Textile
Cellulase Streptomyces sp., coton
Thermomonospora sp., Désencrage, modification des Enlévement des taches
Streptomyces ruber fibres
Enlévement des taches Détergent
Lipase Streptomyces griseus Stabilité de la pate Cuisson
Assaisonnement de fromages Laitiers
Désencrage, nettoyage Textile
Actinomadura sp., Conditionnement de la pate Cuisson
Xylanase Streptomyces spp. Digestibilité Alimentation animale
Javellisant stimulant Papier et pates
Pectinase Streptomyces Ivdicus Clarification, brassage Boisson
Récurage Textile
Streptomyces sp., Enlévement des taches Détergent
Streptomyces erumpens, Douceur du pain et volume Cuisson
Amylase Nocardiopsis sp. , Désencrage, amélioration du Papier et pates
drainage
Thermobifida fusca, Production de sirops de Industrie de I'amidon
Nocardiopsis sp. glucose et de fructose
Enlévement de I'amidon des Textile
tissus
Glucose oxydase ~ Streptomyces coelicolor Renforcement de la pate Cuisson
K¢ératinase Nocradiopsis sp. SD5 Dégradation des plumes Alimentation animale
Phytase Streptomyces luteogriseus R10 Digestibilit¢ de phytate
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4.8 Les Protéases

Les actinomyceétes, particulierement les Streptomyces sont connues pour leur
production de multiples protéases dans le milieu de culture (Bressollier et al., 1999 ;
Sharma et al., 2014). En effet, les protéases sont omniprésentes dans la nature,
relativement a leur implication dans de nombreuses réactions biologiques et leur role
écologique important. Elles sont connues pour leur activité catalytique incroyable, ainsi
que leur spécificité envers le substrat (Kumar et Jain, 2018). Les protéases appartiennent
a la classe des enzymes hydrolytiques (Vidmar et Vodovnik, 2018).

Ces enzymes sont bien recherchées, par rapport a leur activité a des températures
plus €levées, tout en conservant leur stabilité pendant une période prolongée de traitement
dans un large éventail de températures (Nigam, 2013). Ces enzymes sont dénommeées
peptidases par 1’union internationale de biochimie et biologie moléculaire (IUBMB). De
méme les termes protéinases ou enzymes protéolytiques sont employés pour définir ces
enzymes (Benkahoul, 2016 ; Appolaire, 2014). Ainsi une proteéase est utilisée dans le but
d’orienter I’hydrolyse des protéines en morcelant la liaison peptidique avec différents
degrés de spécificités (Habbeche, 2014 ; Kumar et Jain, 2018).

Les enzymes protéolytiques constituent 1’un des plus importants groupes
d’enzymes commercialisées (Brandelli, 2008). 60% des ventes globales d'enzymes dans
le monde revient aux protéases, principalement les protéases extrémophiles, et
particulierement les alcalophiles, les halophiles et les thermophiles qui sont classées
comme favorites, en vertu de leur utilisation commode, leur activité accrue, leur haute
stabilité, leur réaction cursive ainsi que leur moindre risque de contamination, ce qui leur
donnent une importance industrielle remarquable ( Ningthoujam et al,. 2009).

Les protéases peuvent étre classées selon la gamme de pH dans laquelle leur activité
est optimale en protéases acides, neutres et alcalines (Kumar et al.,2008). Communément,
elles sont classées soit en exopeptidases (clivant les liaisons peptidiques aux extrémités
de la chaine proteique) ou bien en endopeptidases (scindant les liaisons peptidiques au
sein de la protéine) (Vaijayanthi et al., 2016). De plus, une classification des protéases
selon les acides aminés de leur site actif est également possible, ce qui permet de les
regrouper en protéases a Sérine, protéases a Cysteine, protéases a Aspartate,
Métalloprotéase etc. Cette derniere classification démontre la diversité des mécanismes

catalytiques de chaque groupe (Benkahoul, 2016 ; Vidmar et Vodovnik, 2018).
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5. Les kératinases

Les kératinases représentent un groupe d'enzymes protéolytiques capables de
catalyser I'nydrolyse des protéines hautement stables et fibreuses telle que les kératines
(Purchase, 2016). Ainsi appelées enzymes kératinolytiques, elles sont majoritairement
extracellulaires et inductibles (Habbeche, 2014). Etant donné que ces enzymes sont
largement produites sur un milieu contenant un substrat kératiniqgue comme seule source
de carbone et d’azote (Vidmar et Vodovnik, 2018). Cela a été démontré dans les travaux
de (Riffel et Brandelli, 2006) sur huit isolats.

Ces enzymes, appartiennent aux sérines protéases ou aux meéetalloprotéases
(Valsange et al., 2012 ; Calin et al., 2017). La caractéristique singuliére qui les fait
connaitre des autres protéases, revient a leur capacité de se lier aux substrats complexes
et insolubles (plumes, laine, soie, collagéne, élastine, cornes, couche cornée, poils,
azokeératine et ongles). La synergie de croissance microbienne influence la production
d’enzymes protéolytiques. A la fin de la phase exponentielle et/ou la phase stationnaire,
la production de protéases est tres significative, ce qui est li€¢ a 1’adaptation du manque
de nutriments. Ainsi, le stress nutritionnel est suggéré dans la régulation de la production
ou la sécrétion des protéases, exemple : le manque de sources de carbone et d'azote
(Vidmar et Vodovnik, 2018).

5.1 Sources des kératinases

Divers groupes de micro-organismes ont été désignés pour leur production de
kératinase (Abdel-Fattah et al., 2018), parmi lesquels on retrouve quelques espéces
thermophiliques de Bacillus (Riffel et al., 2003) tel que Bacillus licheniformis (Lin et al.,
1992 ; Vidmar et Vodovnik, 2018) et d’autres Bacillus comme B. subtilis, B. pumilus, B.
cereus, B. coagulans, et B. megatherium) (Laba et al., 2018). La dégradation de la
kératine, peut ainsi avoir lieu avec des kératinases fongiques de Paecilomyces
marquandii (Brandelli et al., 2015). D’une autre maniere, des représentants du genre
Streptomyces se sont démarqués comme une source prometteuse pour la production
industrielle des keratinases, comme S. gulbergensis, S. thermoviolaceus (Vidmar et
Vodovnik, 2018 ; Habbeche, 2014).

L’isolement des micro-organismes impliqués dans la production de la kératinase
s’effectue & partir de divers environnements, principalement des plumes en
décomposition et de I’cau polluée par les abattoirs (Brandelli et al.,2015). Les micro-

organismes kératinolytiques sont devenus 1’axe d’intéréts scientifiques, en raison de leur
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capacité a bio-synthétiser des kératinases spécifiques et leur application prospective dans
la gestion des déchets kératiniques (Laba et al., 2018). La biodégradation des déchets
kératiniques a 1’aide de micro-organismes keratinolytiques, se révele comme une
méthode alternative rémunératrice dans 1’amélioration de la valeur nutritive de ces
déchets, en offrant des conditions de réactions succinctes et peu couteuses pour genérer
des produits de valeur (Gushterova et al., 2005).

5.2 Propriétés des kératinases

Qualifiées de robustes, les Kératinases possedent diverses propriétés biochimiques
(Vidmar et Vodovnik,2018). Ces propriétés, changent d’une espéce microbienne a une
autre (Riffel et al., 2007 ; Brandelli et al., 2015). La plupart de ces enzymes sont
monomériques (Vidmar et Vodovnik, 2018). Le poids moléculaire de la plupart des
kératinases est concentré entre 30 et 70 kDa. Cependant, leur poids moléculaire peut
fluctuer d’une dizaine de kDa & plusieurs centaines de kDa (Creative Enzymes, 2019). La
plus petite kératinase est une enzyme monomere d'un poids moléculaire de 18 kDa,
contrairement a la plus grande qui est une enzyme complexe et qui peut atteindre les 200
kDa ou plus (Vidmar et Vodovnik, 2018).

Les kératinases sécrétées par les actinomycétes présentent un maximum d’activité
dans un large éventail de pH compris entre 7 a 12, résistantes a des températures trés
élevées allants de 55 a 90 °C, tel que la kératinase produite par Thermoanaerobacter

keratinophilus qui présente une stabilité pendant 6h a 80 °C (Habbeche, 2014).
5.3 Le mécanisme d’action

L'insolubilité et I'accés difficile aux liaisons peptidiques cibles des molécules
compactes comme les kératines, rendent le clivage des liaisons peptidiques ardu. La
kératinolyse implique un enchainement de plusieurs étapes, ou 1’adsorption des
kératinases a la surface de la macromolécule par des interactions électrostatiques et
hydrophobes, précede une action catalytique. Bien que le mécanisme d'adsorption
enzymatique ne soit pas encore bien compris, mais il est reconnu que la capacité
d'adsorption de I’enzyme est corrélative au degré d'hydrolyse de la kératine (Vidmar et
Vodovnik, 2018).

En effet, le mécanisme exact et le mode d'action des kératinases sur la dégradation
de la kératine native ne sont pas encore bien élucidés (Brandelli et al.,2015). Les enzymes
kératinolytiques attaquent principalement les ponts disulfures du substrat non soluble en
clivant ces derniers. Plusieurs travaux montrent que la partie intracellulaire comprend une
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fonction disulfure réductase qui intervient en coopération avec les kératinases
extracellulaires pour dégrader la kératine par réduction des ponts disulfures (Habbeche,
2014).

Par conséquent, il est généralement consenti que le processus kératinolytique inclut
deux étapes importantes. Ce dernier s’initie par une sulfitolyse, au cours de laquelle, le
clivage des liaisons disulfure modifie la conformation des kératines et expose davantage
de sites d'action de la kératinase, en les rendant accessibles pour la protéase alcaline qui
oriente la digestion protéolytique ultérieure et en libérant des peptides solubles et des
acides aminés (Navone et Speight, 2018).

La sulfitolyse ne peut s’accomplir qu'en présence de certains agents réducteurs tels
que le sulfure de sodium, le dithiothréitol (DTT), le mercaptoéthanol, le glutathion, la
cystéine, l'acide thioglycolique ou les disulfures réductases. La coopération de 1’une de
ces pratiques avec ’activité kératinolytique permet d’aboutir a une dégradation compléte
de la kératine (Vidmar et Vodovnik, 2018). De méme, I’inhibition de ces enzymes se fait
par les mémes inhibiteurs des protéases a sérine (Habbeche, 2014).

6. Domaines d’application

La dégradation de la kératine en hydrolysats de protéine de kératine par exploitation
des kératinases microbiennes, a connu un triomphe dans le secteur économique. Ce qui
fait acquérir aux kératinases graduellement une importance biotechnologique dans la
valorisation des déchets kératiniques (Ningthoujam et al., 2018). Tout en leur donnant de
vastes perspectives d’applications dans les domaines de I'alimentation animale, du cuir,
des médicaments, des aliments et autres, ainsi que dans la gouvernance environnementale

(Creative Enzymes, 2019.).
6.1 Domaine de I’agriculture

La kératinase peut étre utilisee dans le domaine agricole, dans la mesure ou elle
peut transformer la kératine en polypeptides et en acides aminés qui seront par la suite
utilisés dans la fabrication d’engrais organiques. Ces derniers résorbent non seulement le
probléme de pénurie d’énergie, mais anéantissent également les sources de pollution et

participent énormément a I’amélioration de I’environnement (Creative Enzymes, 2019).
6.2 Fabrication d’aliments pour les animaux
Les industries avicoles représentent une source de pollution pour I’environnement,

vu leur production de millions de tonnes de déchets keratiniques (plumes) par an et
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sachant que ces déchets sont plantureux en keratine (environ 90%), ceci les renvoie a une
des alternatives de valorisation de déchets kératiniques résidant dans leur transformation
en farine de plumes qui serra par la suite utilisée comme aliment pour les animaux
(Vidmar et Vodovnik, 2018).

6.3 Autres applications

Les kératinases sont également performantes dans la modification de la structure de
base des fibres de laine ou de soie. D’autre part, elles ont des applications notamment
dans le domaine des cosmétiques (exemple : pour le traitement d’acné, les callosites,
I’enlévement de peau kératinee et séche, traitement de psoriasis etc.). Ainsi elles ont
connu un exploit dans I’industrie pharmaceutique, en étant utiles dans 1’amélioration des
traitements fongicides des ongles (Vidmar et Vodovnik, 2018). De plus, ces enzymes ont
pu prospérer dans la décontamination des prions (Purchase, 2016), qui sont des protéines
compactes tres robustes responsables de maladies neurodégénératives graves (Vidmar et
Vodovnik, 2018). Ces enzymes ont pu aussi dominees le marché des détergents. Comme
elles peuvent étre employées dans 1’hydrolyse partielle des déchets kératiniques pour la
production de films, de revétement et de colles biodégradables. Il est aussi possible
d’utiliser les microorganismes kératinolytiques et leurs enzymes dans le traitement des

eaux usées (Sahoo et al., 2017).

7. La kératine

La kératine est une protéine structurale insoluble, connue pour sa haute stabilité
(Friedrich et Antranikian, 1996), elle représente un polymere solide (Kumawat et al.,
2018), amplement distribué dans la nature (Ningthoujam et al., 2018). Cette protéine ne
connait pas de digestibilité par les enzymes protéolytiques communes comme la trypsin,
pepsin et la papain lorsqu’elle est dans son état natif (Williams et al., 1990). La kératine
forme les tissus superficiels des mammiféres (Sharaf et Khalil, 2011). On la retrouve aussi
chez les poissons, les oiseaux et les reptiles. Dans ce sens, la kératine constitue un moyen
de défense efficace contre le stress abiotique et les attaques biotiques, ainsi que les

attaques microbiennes (Lang et al., 2016).
7.1 Structure et classification des kératines

En ce qui concerne la structure des kératines, ces dernieres sont déefinies comme

protéines hélicoidales et fibreuses, formant des filaments intermédiaires qui s’entortillent
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sur d’autres molécules de kératines (Habbeche, 2014). Leur structure secondaire consiste
a leur permettre d’étre subdiviser en a-kératine ou en B-kératine. La B-kératine est
opulente en feuilles plissées en B formant des faisceaux de fibrilles supramoléculaires
(Figure 8). Tandis que I’a-kératine est constituée de spires enroulées en hélice a auto-

assemblées en filaments intermédiaires (Navone et Speight, 2018).

Dans la structure a-hélicoidale, la chaine polypeptidique crée une liaison hydrogene
avec le maximum de possibilités d’interaction entre le groupe carbonyle d’un acide aminé
et le groupe amino d’un autre acide aminé, Un genre identique de structure est mis en
place en bobine enroulée, contribuant ainsi a un arrangement structurel homogene pour
allonger la chaine polypeptidique. D'autre part, la structure  porte des liaisons hydrogene

intermoléculaires entre les groupes carbonyle et amino (Shah et al., 2019).

Généralement, 1’a-kératine se trouve dans les sabots, les ongles, le stratum
corneum, ainsi que dans les fanons des baleines et les myxines. Tandis que la B-kératine
se trouve dans les plumes, les griffes et le bec d’espéce aviaires, ainsi que dans les écailles
et griffes de reptiles (Sahoo et al., 2017). Le Tableau 3 ci-dessous nous montre la

différence qui existe entre les deux types de kératine.

Tableau 3 : Une comparaison entre a- et B-kératine basee sur leur structure
et leur distribution (Shah et al., 2019)

Caracteérisation a-Kératine B-Kératine
Liaison - \
- . Liaison hydrogene
Liaison hydrogéne . o
. o intermoléculaire
intramoléculaire
Diamétre (nm) 7-10 3-4
e Matrice de
Caracteéristiques . .
filament Matrice amorphe
structurelles . s
intermédiaire
Poids moléculaire
(kDa) 40-68 10-22
Laine, cornes, Becs d’oiseaux, plumes,
Distribution poils, ongles et griffes, épidermes de
sabots reptiles
Rigidité Haute Inférieure a I'a-kératine

Le fait d’étre qualifiées de protéines fibreuses et insolubles et d’étre caractérisées

par une haute stabilité, revient a la reticulation des liaisons disulfures, les ponts
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d’hydrogénes et les interactions hydrophobes (Lin et al,. 1992). La protéine de kératine
présente une concentration élevée en cystéine, soit 7 & 20% du total des résidus d'acides
aminés, qui forment des liaisons disulfures inter et intramoléculaires (Kumawat et al.
,2018). En se basant sur la teneur des kératines en soufre (Ningthoujam et al., 2018), on
peut aussi les classer en kératines molles qui entrent dans la formation des tissus
épithéliaux, ou bien les ranger dans la classe des kératines dures lorsqu’elles contribuent
a la formation des tissus protecteurs (exemple : les cheveux, les ongles, la laine, les
plumes et les cornes) (Navone et Speigh, 2018). Les kératines sont également connues
comme protéines hétérogénes en raison de leur composition variée en acides aminés.
Elles contiennent une forte teneur en glycine, proline, sérine et d’autres acides aminés,
contrairement a la lysine, histidine et méthionine qui sont présentes avec une faible

teneur, ainsi qu’elles sont caractérisées par I'absence de tryptophane (Habbeche, 2014).

@)

Figure 8 : a- Représentation schématique de la protéine de Kératine en 3D.
b- I’hélice a résulte de la torsion des chaines polypeptidiques en vissage et
c- La structure de la feuille B résulte de l'extension et de I'étirement
maximum des chaines polypeptidiques. (Shah et al., 2019)

7.2 Sources kératiniques

Les sources de kératine sont diverses, elles émanent des organismes vivants ou des
parties de leurs corps aprés la mort. Les plumes et les différentes peaux d’animaux, les
cheveux, les sabots ainsi que les écailles et la couche cornée représentent des sources

substantielles de kératine (Kumawat et al., 2018). La plume est le déchet kératinique le
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plus abondant libéré dans I’environnement. La production annuelle de plume a 1’échelle
mondiale s’éléve a environ 8 a 9 x 10° tonnes. L'industrie de transformation de la viande
de poulet contribue grandement a la production de cette quantité (Ningthoujam et al.,
2018).

7.2.1 Lakératine des plumes

Les plumes sont composées d’une partie comprenant 95 a 98% de protéines, qui
sont principalement des B-kératine (Ningthoujam et al., 2018) et d’une seconde partie non
protéique qui inclut des pigments, des minéraux, des polysaccharides, des nucléotides, de
I’acide urique, du glucose et du ribose. Ces déchets kératiniques demeurent une source

trés riche en protéines et particulierement en acides amineés essentiels (Habbeche, 2014)

7.2.2 Structure des plumes

Une plume se compose au centre d’un axe appelé le rachis ayant une forme creuse
a la base et pleine dans sa partie axiale (Figure 9). Le rachis possede des barbes incluses
de part et d’autre du centre, emmélées 1’une dans 1’autre par des barbules perpendiculaires
dans un seul cadre, qu’on ne peut pas observer a I’ceil nu. Les barbules sont maintenues
ensemble par des crochets inextricables fonctionnant comme une fermeture éclair
(Habbeche, 2014).

Rachis (axe plein) Crochets

Barbule
Barbe\

Etendard
ou vexille

< 7
\‘ - i
Barbes e 2 ;é
souples k 5,? == 2
e f/////ﬁ 77
=4 5’5{1‘}7,‘77”, 1Y
g = 7 5? IS r7r
:gj IM]?”)/‘E\\\
Za s Barbule

Calamus (axe creux) ST Barbe

Figure 9 : Anatomie de la plume (Kazilek, 2017)
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MATERIEL ET METHODES




1. Origine de la souche

L’isolat d’actinomycete utilisé durant notre travail, nous a été remis affablement
par la doctorante SMATI Maria du laboratoire de génie-microbiologie et applications qui
1’a isolé a partir d’un lac salé (Sebkha de Ain Mlila) lors de ces travaux de recherche. La

souche été conservée a -18 °C dans un tube Eppendorf.

2. La revivification et repiquage de la souche

La revivification de la souche est une étape importante qui nous permet de restaurer
’activité métabolique du micro-organisme aprés avoir eu une activité biologique nulle

lors de sa congélation.

Cette étape consiste premierement a prélever, a I’aide d’une anse de platine, les spores de
la souche qui ont été conservés dans du glycérol en vue de les inoculer dans les milieux
liquides préalablement prépareés, le milieu ISP2 additionné de NaCl a 10% et le milieu
ISP5 additionné de NaCl a 5% (annexe 1), puis incubés a 30 °C pendant 5 jours. Ensuite
un ensemencement sur les milieux solides ISP2 et ISP5 additionnés de NaCl (citées

précédemment) est réalisé. L incubation des boites se fait a 30 °C pendant 7 jours.

3. Conduite de la fermentation

3.1 Préparation des milieux de cultures

Les milieux de cultures utilisés dans le présent travail sont composés

principalement de déchets agroalimentaires il s’agit de :

- Plumes de volailles, types duvet. Elles sont lavées et séchées, ensuite découpées en

petites piéces (Figure 10).
- Epluchures de pomme de terre qui sont séchées a I’ambre puis moulu (Figure 11).

- Marc de café séché jusqu'a obtention d’une poudre (Figure 12).
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Figure 12 : Le marc du café avant et aprés séchage.
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Vingt-sept milieux de cultures ont été préparés a partir des déchets cités
préalablement exemple le Marc de café (Mc) ; Plumes de volaille (PV) ; Epluchures de
pomme de terre (EP) ; Le Sulfate d’ammonium (SA) et le NaCl, avec de différentes
concentrations présentées dans le tableau 4 ci-dessous. Ils ont subi par la suite une

tyndallisation puis une stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 min.
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Tableau 4 : Composition des différents milieux de cultures

Essais Mc (g/ml) PV (g/ml) EP (g/ml) SA (g/ml) NaCl (g/ml)
1 4 4 4 4 80
2 4 4 4 8 40
3 4 4 8 4 40
4 4 4 8 8 80
5 4 8 4 4 40
6 4 8 4 8 80
7 4 8 8 4 40
8 4 8 8 8 80
9 8 4 4 4 80

10 8 4 4 8 40
11 8 4 8 4 40
12 8 4 8 8 40
13 8 8 4 4 80
14 8 8 4 8 40
15 8 8 8 4 40
16 8 8 8 8 80
17 2 0 6 6 60
18 10 0 6 6 60
19 6 2 6 6 60
20 6 10 6 6 60
21 6 6 2 6 60
22 6 6 10 6 60
23 6 6 6 2 60
24 6 6 6 10 60
25 6 6 6 6 20
26 6 6 6 6 100
27 6 6 6 6 60
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3.2. Préparation de ’inoculum et ensemencement des milieux

Apres sporulation, les spores de la souche ont été raclées a 1’aide d’une anse de platine
dans de I’eau distillée stérile puis agité au vortex. Ensuite un millilitre de la suspension sporale
préparé est inoculé dans le milieu ISP5 liquide. L’incubation est réalisée a 30 °C pendant 4
jours. Les milieux sont ensuite inoculés avec 1’inoculum préparé a raison de 10% sous haute a

flux laminaire. L’incubation est réalisée a 30 °C pendant 7 jours sous agitation modérée.

4. Dosage des sucres totaux selon la methode de Dubois et al., 1956

Le dosage des sucres est effectué selon la méthode de Dubois et al., (1956) a partir des
milieux de cultures stérilisés avant fermentation. Iml de I’échantillon est inséré dans un tube
vide. 1ml d’une solution de phénol & 5% et 5 ml d’acide sulfurique concentré sont alors ajoutés.
Le mélange est laissé reposer 10 min a température ambiante, puis incubé a 30 °C pendant 20
minutes au bain marie. L’absorbance est mesurée a 488 nm.

La concertation en sucres totaux contenu dans les milieux de cultures est déterminée a 1’aide
d’une courbe d’étalonnage établie dans les mémes conditions en utilisant le glucose comme
standard (annexe 3).

5. Dosage des protéines avant et apres fermentation

Les protéines seront quantifiées selon la méthode de Lowry et al., (1951) a partir des
milieux de cultures avant et aprés fermentation. 1ml de I’échantillon est introduit dans des tubes
vides. 5 ml de la solution M (annexe 2) sont alors ajoutés, le mélange est agité puis laissé
reposer 10 minutes a température ambiante. 0,5 ml du réactif de Folin-ciocalteu dilué au 1/10
sont ensuite additionnés. Les tubes sont directement placés a I’obscurité pendant 30 minutes.
L’absorbance est lue a 650 nm au spectrophotométre contre une gamme etalon établie a partir
de la solution de sérum albumine bovine dont les concentrations varient de 0 a 0,5 mg/ml

(annexe 3).

6. Dosage de D’activité kératinolytique

L’activité kératinolytique est mesurée selon la methode de Yamamura et al., (2002). De légeres
modifications du protocole ont été introduites en vue d’obtenir de meilleur résultat. Dans des
tubes contenant 1ml du tampon Gly/NaOH préparé au préalable (annexe 2), ajouter 50 mg de
poudre de laine et 1 ml de la solution enzymatique (filtrat des milieux de cultures apres

fermentation). Le mélange est incubé 1 heure a 50 °C au bain marie. La réaction est arrétée par
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I’ajout de 2 ml de TCA a 4%. Apreés précipitation 200 pl du surnageant sont préleves. 1 ml de
la solution NaxCOs a 4% est alors ajouté suivi de 200 ul de Folin-ciocalteu. Le mélange est
laissé réagir pendant 1h a 20 °C. L’absorbance est lue a 660 nm, ’activité est calculée par
référence a une courbe d’étalonnage établie dans les mémes conditions en utilisant la tyrosine

comme standard (annexe 3).
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RESULTATS ET DISCUSSION




1. Culture de la souche

Apreés 5 jours d’incubation les résultats de la culture de la souche ont montré la

performance du milieu ISP5 dans la revivification et la récupération de I’activité microbienne,

contre une timide croissance sur le milieu ISP2 (Figurel3).

Figure 13 : Croissance de la souche sur milieu ISP5 solide et liquide.

2. Taux des sucres (avant fermentation)

Les taux des sucres totaux des vingt-sept milieux de cultures préparés avant
fermentation sont présentés sur la figure 14.
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Figure 14 : Histogramme représentant les différents taux des sucres totaux des 27
milieux avant fermentation.
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Les taux des sucres varient d’un milieu a I’autre. Le milieu du 22°™ essai représente la
concentration la plus élevée en sucres (~0.4027 mg/ml), contrairement au milieu de I’essai 26
dont la concentration en sucres est la plus faible avec (~ 0.2627 mg/ml). 1l en ressort aussi de
la figure 14 que les milieux des essais 12 & 16 ont pratiquement la méme concentration en sucres
(~ 0.36 mg/ml). De méme, les essais 1, 24, 25, 26 et 27 ont approximativement la méme
concentration en sucres (~0.26 mg/ml).

La variation de la concentration en sucres dans les 27 essais, peut étre due a la composition et
la concentration des déchets qui constituent les différends milieux de cultures. La composition
chimique moyenne des co-produits de la pomme de terre ont la plus grande teneur en sucres
totaux (annexe 4). La forte concentration en sucre obtenue revient principalement aux
épluchures de pomme de terre qui sont riche en xylose, mannose, glucose etc. (Guan et al.,
2019). Le marc de café quant a lui, il est riche en polysaccharides (annexe 8). La torréfaction
du café entraine une dégradation des polysaccharides en monosaccharides ce qui entraine une

augmentation du pourcentage des sucres totaux de 16,2 a 37,9 % (Debry, 1993) (annexe 4).
3. Taux des protéines totales

3.1 Taux des protéines totales avant fermentation

Les taux des protéines totales des vingt-sept essais avant fermentation sont présentés sur

la figure 15.

1 2 3 45 6 7 89

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
Milieux de cultures

20

_
(o]

n mg,/ml
=
N SO

Concentrations e
[uny
O N S O 0 O

Figure 15: Histogramme représentant les taux des protéines totales avant
fermentation dans les différents milieux de culture.
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Les résultats des dosages des protéines présentés sur la figure 15 révélent que les

concertations varient considérablement d’un milieu a un autre.

Les teneurs les plus faibles sont comprises entre 8 mg/ml et 10 mg/ml. La valeur minimale est
observée dans le milieu 2 avec une concertation de I’ordre de 8,23 mg/ml. Tandis que la
concertation la plus élevée 18,19 mg/ml est enregistrée dans le milieu 9. Cette variation de
teneur en protéine peut étre liée a la propriété chimique des composants des milieux de cultures.
Selon les travaux de (Debry, 1993) le marc de café composé principalement de robusta et
d’arabica contient un taux de protéine qui varie entre 13 et 15% (annexe 4), ce qui est d’ailleurs
confirmé par Carassou (2015). Dans notre cas le milieu 9 est composé de 8 g/l de marc de café
combiné a d’autres déchets qui peuvent également &tre source de protéines comme les plumes

de volailles principale la source de protéines, observée dans ce milieu. (Habbeche, 2014)
3.2 Taux des protéines totales apres fermentation

Apres 7 jours d’incubation a 30 °C, les milieux des 27 essais sont filtrés en vue de

séparer leur biomasse et de récupérer les jus des fermentations (figure 16).

Figure 16 : La séparation de la biomasse.

La figure 17 représente les résultats du dosage des protéines totales aprés fermentation.
La production des protéines varie d’un milieu a un autre.
La concentration en protéine la plus faible appartient au milieu 23 avec une valeur de 1’ordre
de 16,20 mg/ml. La production en protéine s’éléve jusqu’a arriver a un pic de 32,10 mg/ml

correspondant au milieu 16. Les propriétés chimiques des composants des milieux de culture
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contrdlent la production de protéines. Cette variation de concentration peut étre liée a la teneur
en sucre de chaque composé des milieux de cultures. Le milieu 16 ayant la valeur la plus élevé
de protéine est composé de (8 g/l d’épluchure de pomme de terre, 8 g/l de marc de café, 8 g/l
de plume de volailles et 8 g/1 de sulfate d’ammonium) parmi ces composants le marc de café et
les épluchures de pomme terre offrent une importante source de sucre pouvant influer la
production de protéines (annexe 4) (Debry, 1993 ; Carassou, 2015).
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Figure 17 : Histogramme représentant le dosage des protéines totales apres
fermentation.

D’apres la figure 18 qui montre les concentrations des protéines avant et apres
fermentation nous constatons qu’il y a eu une production de protéines importante lors de la
fermentation. Les concertations maximales et minimales que nous avons obtenues avant
fermentation n’ont pas conservé leur titre. De nouveaux milieux se démarquent (les milieux 16
et 15) et donnent les meilleurs rendements en protéines. Ce qui confirme que la fermentation
permet de puiser les sucres contenus dans les milieux de cultures (épluchures de pomme de

terre et marc de café) d’ou les valeurs €levées en protéines pour les deux milieux.
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Figure 18 : Histogramme groupé du dosage des protéines avant et apres fermentation.
3.3 Production des kératinases

Les jus de fermentation des 27 essais de fermentation obtenu apres filtration servent pour
le dosage de I’activité kératinolytique. Cette derniére a été déterminée par la méthode
Yamamura et al., (2002). Les résultats sont représentés sur la figure 19 d’ou il ressort : ’activité
kératinolytique est présente dans tous les essais, avec des valeurs qui varient d’un essai a un
autre. Une activité maximale est atteinte dans I’essai 15, avec une valeur de 3,25 mg/ml/min.
Ces variations peuvent étre liées a la propriété chimigque des composants des milieux de cultures

comme les plumes de volailles (Habbeche, 2014).
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Figurel9 : Histogramme représentant les résultats de 1’activité kératinolytique
dans les 27 essais.

4. Optimisation de la production des protéines

Les effets de I'interaction entre les différents facteurs sont étudiés par le plan composite
centré (CCD) de Box et Wilson (1951) associé a la méthodologie de surface de réponse (RSM).
Ce sont des dispositifs efficaces et largement employés au niveau industriel. Leur objectif dans
I'amélioration des milieux de cultures est de définir les concentrations parfaites des facteurs
étudiés. Ces méthodes ont été amplement utilisés pour améliorer le processus de production ou
de nombreux facteurs et leurs interactions affectent la réponse souhaitée, tels que la production
d’enzyme (Oussadi et Kitouni, 2015 ; Gasmi et Kitouni, 2017).

Un total de 27 essais avec une combinaison différente de concentration de marc de café
(X1), d’épluchures de pomme de terre (X2), de plumes de volailles (X3) et de sulfate
d’ammonium (X4) ont été consignés dans le (Tableau5). Les réponses observeées et prédites des

27 expériences sont également présentées dans le (Tableau?).
4.1 Modélisation statistique de la production de protéines

Les taux des protéines observés et prédits des 27 experiences sont presentés dans le
(Tableaub).
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Tableau 5 : Plan composite centré de Box et Wilson a quatre facteurs, avec le taux
de protéines produites par la souche Actinopolyspora sp. comme réponse.

Essais Observée Prévue Résidus
1 9,64842 9,38784 0,26058
2 8,02937 10,05318 -2,02381
3 11,18810 11,06906 0,11905
4 10,04525 12,34551 -2,30026
5 9,88652 10,67488 -0,78836
6 12,37858 13,75292 -1,37434
7 9,39445 11,13387 -1,73942
8 13,88652 14,82302 -0,93651
9 17,99763 16,17752 1,82011
10 16,10874 15,44604 0,66270
11 16,01350 15,71588 0,29762
12 17,26747 15,59551 1,67196
13 14,79128 13,56773 1,22354
14 16,01350 15,24895 0,76455
15 14,79128 11,88387 2,90741
16 12,83890 14,17620 -1,33730
17 8,66429 10,81112 -2,14683
18 16,10874 13,76879 2,33995
19 14,09287 14,46191 -0,36905
20 15,63255 15,07038 0,56217
21 12,01350 12,36403 -0,35053
22 12,77540 12,23175 0,54365
23 14,63255 10,33757 4,29497
24 12,37858 16,48043 -4,10185
25 10,99763 12,18405 -1,18643
26 12,90239 12,18405 0,71834
27 12,42620 12,18405 0,24214
28 12,41000 12,18405 0,22595

Pour déterminer la relation entre une réponse (variables dépendantes) dans ce cas le taux
des protéines produites et les facteurs indépendants (Mc, EP, PV, SA), et évaluer les valeurs
optimales de ses dernier pour une production optimale de protéines. Une analyse de régression
multiple est appliquée sur les données expérimentales (Tableau 6), ce qui nous a permis d’écrire

le modeéle polynomial de second degre proposé dans 1’équation 1.

Pr=12,18+0,73X1+0,15X2-0,03X3+1,53X4+0,02X12+0,64X2+0,02X35%+0,30X42-0,15(X1X2)-
0,60(X1X3)-0,34(X1X4)-0,30(X2X3)-0,53(X2X4)-0,97(XsXs).  (Equation 1)
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Tableau 6 : Effets estimés des variables et coefficient de régression de la production de protéines par la souche Actinopolyspora sp.

Effet Err-Type t(13) p -94% +94% (coeffs) Err-Type -94% +94%
Lim.Conf Lim.Conf (coeffs) Lim.Conf Lim.Conf

Moy ord/Orig 12,18405 1,264159 9,63807 0,000000 9,57984 14,78827 12,18405 1,264159 9,57984 14,78827
Mc (X1) 1,47884 1,032182 1,43273 0,175543 -0,64750 3,60517 0,73942 0,516091 -0,32375 1,80258
Mc (X1)? 0,05295 1,032182 0,05130 0,959867 -2,07338 2,17928 0,02648 0,516091 -1,03669 1,08964
PV (Xz) 0,30423 1,032182 0,29475 0,772841 -1,82210 2,43057 0,15212 0,516091 -0,91105 1,21528
PV (Xz)2 1,29105 1,032182 1,25079 0,233054 -0,83529 3,41738 0,64552 0,516091 -0,41764 1,70869
EP (X3) -0,06614 1,032182 -0,06408 0,949885 -2,19247 2,06020 -0,03307 0,516091 -1,09624 1,03010
EP (X3)? 0,05692 1,032182 0,05514 0,956862 -2,06942 2,18325 0,02846 0,516091 -1,03471 1,09163
SA (X4) 3,07143 1,032182 2,97567 0,010729 0,94509 5,19776 1,53571 0,516091 0,47255 2,59888
SA ()(4)2 0,61247 1,032182 0,59338 0,563110 -1,51386 2,73881 0,30624 0,516091 -0,75693 1,36940
X1 X2 0,30556 1,264159 0,24171 0,812778 -2,29866 2,90977 0,15278 0,632080 -1,14933 1,45489
X1X3 1,20635 1,264159 0,95427 0,357356 -1,39787 3,81057 0,60317 0,632080 -0,69893 1,90528
X1Xa -0,69841 1,264159 -0,55247 0,589998 -3,30263 1,90580 -0,34921 0,632080 -1,65131 0,95290
X2 X3 -0,61111 1,264159 -0,48341 0,636843 -3,21533 1,99311 -0,30556 0,632080 -1,60766 0,99655
XoX4 -1,07143 1,264159 -0,84754 0,412026 -3,67565 1,53279 -0,53571 0,632080 -1,83782 0,76639
X3X4 -1,94841 1,264159 -1,54127 0,147234 -4,55263 0,65580 -0,97421 0,632080 -2,27631 0,32790
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L’analyse de la variance résumée dans le tableau 7 montre que ’effet linéaire de la
variable sulfate d’ammonium (X4) est significatif. Tous les autres coefficients ont des valeurs
de p supérieures a 0,06. Ce qui montre I’absence d’effets d’interaction et d’effets quadratiques

significatifs.

Tableau 7 : Analyse de la variance pour la production des protéines du plan composite
centré.

Model SC dl MC F P
MC (X1) 13,1217 1 13,12174 2,052710 0,175543
MC (X1)2 0,0168 1 0,01682 0,002632 0,959867
PV (X2) 0,5553 1 0,55535 0,086876 0,772841
PV (X2)2 10,0008 1 10,00080 1,564483 0,233054
EP (X3) 0,0262 1 0,02625 0,004106 0,949885
EP (X3)2 0,0194 1 0,01944 0,003041 0,956862
SA (Xa) 56,6020 1 56,60204 8,854588 0,010729
SA (Xa4)? 2,2508 1 2,25075 0,352098 0,563110
X1 X2 0,3735 1 0,37346 0,058422 0,812778
X1 X3 5,8211 1 5,82111 0,910631 0,357356
X1 X4 1,9511 1 1,95112 0,305225 0,589998
X2 X3 1,4938 1 1,49383 0,233688 0,636843
XoX4 4,5918 1 4,59184 0,718328 0,412026
X3X4 15,1852 1 15,18525 2,375517 0,147234
Erreur 83,1012 13 6,39240
Total SC 194,5740 27

A partir du tableau 6 nous constatons que le coefficient avec un signe (+) indique que
le facteur a un effet synergétique. En revanche, un signe (-) met en évidence un effet antagoniste
du facteur. De ce fait, Les combinaisons (Mc.SA), (PV.EP), (PV.SA), (EP.SA) ainsi que le

facteur 3 (EP) linéaire, ont une influence négative sur le rendement des protéines.

Afin de simplifier le modéle nous allons donc éliminer les autres termes de 1’équation.

Donc la réponse de Pr est représentée par le modéle réduit :

Pr=12,18+ 1,53X4 (Equation 2)
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A partir de I’équation 1, il a été prédit que la concentration croissante du sulfate d’ammonium
pourrait augmenter la production de protéine en raison de son effet positif. Le sulfate
d’ammonium (X4) a I’effet le plus performant sur la réponse. D’aprés le tableau 6 nous
constatons que le coefficient du sulfate d’ammonium (Xs = +1,53) est supérieur aux coefficients

des autres facteurs étudiés.

4.1.1 Diagramme de Pareto des protéines

Les résultats seront également présentés dans le graphique des effets de Pareto (Figure
20). La figure montre chacun des effets estimés linaire et quadratique ainsi que leurs niveaux
optimaux qui affecte le rendement.
Toutes les combinaisons possibles des quatre variables s’aveérent non significatives. L’effet
quadratique du marc de café est le plus faible, il nous renvoie vers le caractére ecotoxique de

cette matiere qui peut agir sur le rendement (Carassou, 2015).
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Figure 20 : Diagramme de Pareto montrant I'effet linéaire, quadratique et croise
du Mc, d’EP, des PV et SA sur la production de protéines par Actinopolyspora sp.
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4.1.2 Graphiques de contour des réponses

La figure 21 représente les contours de surface des modeles d’interaction des différents

facteurs sont obtenus en maintenant les autres variables constantes au niveau central (niveau 0)
et en faisant varier deux autres dans les limites expérimentales qui sont dans notre étude
I’intervalle de 2 a 10 g/l codé par les valeurs (-2,5 et +2,5) respectivement pour I’ensembles des
facteurs.
A traves les courbes de contour dessinées, nous observons clairement I'absence d'interactions
mutuelles entre les combinaisons de sulfate d’ammonium et les plumes de volailles, le sulfate
d’ammonium et les épluchures de pomme de terre et le sulfate d’ammonium et le marc de café
respectivement.

Les contours de réponse indiquent que les réponses optimales se situent dans la limite
supérieure de la concertation en sulfate d’ammonium.

Le rendement en protéines est indépendant de la concertation en marc de café les variations en
concentration affectent peu la production (Figurel18c)

Malgré I’absence d’interaction entre les deux variables dans les figures (a) et (b) nous
constatons que I’augmentation de la concertation en sulfate d’ammonium combiné a des valeurs
minimales d’épluchures de pomme de terre (b) et de plumes de volailles (a) donnent les
meilleurs rendements et permettent d’atteindre une concertation maximale de 24mg/ml de

production en protéine.
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4.2 Modélisation statistique de la production de kératinase

Les réponses observées et predites des 27 expériences sont présentées dans le (Tableau8).

Tableau 8: Plan composite centré de Box et Wilson a quatre facteurs, avec
I’activité kératinolytique de la souche Actinopolyspora sp. Comme réponse.

Essais Observée Prévue Résidus
1 1,454 1,434 0,020
2 2,554 2,487 0,067
3 1,417 1,191 0,226
4 2,317 1,592 0,725
5 1,525 0,936 0,589
6 1,504 1,497 0,007
7 1,408 1,304 0,105
8 1,321 1,213 0,108
9 1,500 0,998 0,502
10 0,950 0,936 0,014
11 1,596 1,484 0,112
12 0,792 0,770 0,021
13 1,004 1,611 -0,606
14 1,442 1,057 0,385
15 3,250 2,707 0,543
16 1,600 1,502 0,098
17 1,096 1,476 -0,380
18 0,975 1,323 -0,348
19 1,208 1,332 -0,124
20 0,929 1,534 -0,605
21 0,792 1,270 -0,479
22 1,254 1,504 -0,250
23 0,975 1,534 -0,559
24 1,217 1,386 -0,170
25 0,946 1,027 -0,081
26 1,342 1,027 0,315
27 0,921 1,027 -0,106
28 0,900 1,027 -0,127
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Afin d'évaluer la relation entre les variables dépendantes et indépendantes, et de déterminer la
production optimale de kératinase correspondante aux niveaux optimaux des facteurs, une
analyse de régression multiple est appliquée sur les données expérimentales (Tableau 9), ce qui

nous a permis d’écrire le modele polynomial de second degré proposé dans 1’équation 3.
Kr =1,02-0,03X1+0,05X2+0,05X3-0,03X4+0,09X12+0,10X22+0,09X32+0,10X42-0,16(X1X2)-
0,12(X1X3)-0,27(X1X4)+0,15(X2X3)+0,18(X2X4)+0,27(X3X4). (Equation 3)

Ou Kr est la réponse prédite de I'activité kératinolytique (mg/ml/min) et X1, X2, X3, Xa sont les
valeurs codées indiquant la concentration du marc de café, les épluchures de pomme de terre,

les plumes de volailles et le sulfate d’ammonium, respectivement.
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Tableau 9 : Effets estimés des variables et coefficient de régression de la production de kératinase par la souche Actinopolyspora sp.

Effet Err-Type t(13) P -94,% +94,% (coeffs) Err-Type -94,% +94,%
Lim.Conf Lim.Conf (coeffs) Lim.Conf Lim.Conf

Moy ord/Orig 1,027083 0,257491 3,98881 0,001544 0,49664 1,557525 1,027083 0,257491 0,496641 1,557525
MC (X1) -0,076389 0,210241 -0,36334 0,722191 -0,50949 0,356715 -0,038194 0,105120 -0,254746 0,178358
MC (X1)2 0,186285 0,210241 0,88605 0,391684 -0,24682 0,619389 0,093142 0,105120 -0,123410 0,309694
PV (X2) 0,100694 | 0,210241 0,47895 0,639931 -0,33241 0,533798 0,050347 0,105120 -0,166205 0,266899
PV (X2)2 0,202951 0,210241 0,96533 0,351996 -0,23015 0,636055 0,101476 0,105120 -0,115076 0,318028
EP (X3) 0,116667 0,210241 0,55492 0,588371 -0,31644 0,549771 0,058333 0,105120 -0,158219 0,274885
EP (X3)2 0,180035 0,210241 0,85633 0,407325 -0,25307 0,613139 0,090017 0,105120 -0,126535 0,306569
SA (Xa) -0,073611 0,210241 -0,35013 0,731851 -0,50672 0,359493 -0,036806 0,105120 -0,253358 0,179746
SA (X4)2 0,216493 0,210241 1,02974 0,321911 -0,21661 0,649597 0,108247 0,105120 -0,108305 0,324799
X1X2 -0,326042 0,257491 -1,26622 0,227653 -0,85648 0,204400 -0,163021 0,128746 -0,428242 0,102200
X1 X3 -0,245833 0,257491 -0,95472 0,357134 -0,77628 0,284609 -0,122917 0,128746 -0,388138 0,142304
X1 X4 -0,557292 0,257491 -2,16431 0,049641 -1,08773 -0,026850 -0,278646 0,128746 -0,543867 -0,013425
X2 X3 0,305208 0,257491 1,18532 0,257108 -0,22523 0,835650 0,152604 0,128746 -0,112617 0,417825
XoXa 0,364583 0,257491 1,41591 0,180314 -0,16586 0,895025 0,182292 0,128746 -0,082929 0,447513
X3X4 0,555208 0,257491 2,15622 0,050380 0,02477 1,085650 0,277604 0,128746 0,012383 0,542825
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Tableau 10 : Analyse de la variance pour I’activité kératinolytique du plan

composite centré.

Model SC dl MC F P
MC (X1) 0,035012 1 0,035012 | 0,132016 | 0,722191
MC (X1)? 0,208212 1 0,208212 | 0,785092 | 0,391684
PV (X2) 0,060836 1 0,060836 | 0,229391 | 0,639931
PV (X2)? 0,247136 1 0,247136 | 0,931859 | 0,351996
EP (X3) 0,081667 1 0,081667 | 0,307935 | 0,588371
EP (X3)? 0,194475 1 0,194475 | 0,733295 | 0,407325
SA (Xa) 0,032512 1 0,032512 | 0,122589 | 0,731851
SA (Xa4)? 0,281215 1 0,281215 | 1,060362 | 0,321911
X1X2 0,425213 1 0,425213 | 1,603323 | 0,2276*53
X1X3 0,241736 1 0,241736 | 0,911499 | 0,357134
X1X4 1,242296 1 1,242296 | 4,684249 | 0,049641
X2 X3 0,372609 1 0,372609 | 1,404972 | 0,257108
X2Xa4 0,531684 1 0,531684 | 2,004788 | 0,180314
X3Xa4 1,233025 1 1,233025 | 4,649292 | 0,050380

Erreur 3,447692 13 0,265207
Total SC 8,240037 27

SC: somme des carrés; dl: degré de liberte; MC: moyenne des carrés; F = Fisher; P =
probabilite.

Grace a I’analyse des parametres statistiques du tableau de ’analyse de la variance
(ANOVA), Nous avons pu déterminer les relations entre les variables et la réponse représentée
dans le tableau 6.

Les valeurs de probabilité inférieures a 0,06 (p<0,06) sont considérées comme
significatives alors que la valeur de P supérieure a 0,06 (p> 0,06) indiquant que le facteur n’pas
une influence significative. Les valeurs de p obtenues apres une ANOVA (Tableaul0) révélent
que les interactions entre le marc de café et le sulfate d’ammonium (X1X4), et I’interaction entre
les épluchures de pomme de terre et le sulfate d’ammonium (X3X4) sont considérées comme
des facteurs significatifs pour la production de kératinase. Les autres variables, y compris (X1,
X2, X3, X4) linéaire et quadratique ainsi que les autres combinaisons ont une valeur de p

supérieure & 0,06 et sont considérés comme non significatifs.

Une seconde analyse de régression multiple a été appliquée sur les données
expérimentales, en ignorant les termes dont les effets ne sont pas significatifs. Ce qui a donné
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une seconde équation polynomiale du second degré pour expliquer la production de kératinase
par Actinopolyspora sp. :
Kr=1.02-0.27(X1X4)+0.27(X3Xa). (Equation 4)

A partir de I'équation 4, il a été prédit que des concentrations croissantes des interactions
entre le marc de café et le sulfate d’ammonium, ainsi que I’interaction entre les épluchures de
pomme de terre et le sulfate d’ammonium dans les intervalles explorés devraient augmenter la

production de kératinase en raison de leurs effets positifs.

4.2.1 Diagramme de Pareto de la kératinase

Les résultats sont concertés par la représentation du graphique des effets de Pareto (figure
22). La figure montre les effets entre des facteurs étudiés et indique les facteurs qui ont une

influence significative sur I’activité kératynolytique.
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Figure 22 : Diagramme de Pareto montrant I'effet linéaire, quadratique et croisé du Mc,
EP, PV et SA sur la production de la kératinase par Actinopolyspora sp.

A travers les résultats obtenus nous constatons que l’effet des facteurs, linéaire et
quadratique n’a aucune influence sur ’activité kératinolytique. Mathématiquement parlant il a
été prouvé que la production de kératinase est indépendante de la combinaison de tous les

facteurs étudiés a I’exception de I’interaction significative entre (X1Xa) et (X3Xa).

44



Profils des Waleus Prévues et Désirabilite
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Figure 23 : Valeurs prédites et réelles des composés des milieux de culture et de
la production de kératinase.

La figure 23 représente le resultat de I'optimiseur de réponse utilisant une fonction de
désirabilité pour montrer quels niveaux de facteurs indépendants produisent la réponse prédite
la plus souhaitable. Les profils de réponse prévus et le niveau de désirabilité des facteurs
indiquent qu’il y a eu une amélioration de production de kératinase. Nous constatons que la

valeur expérimentale (1,02mg/ml/min) est supérieure a la valeur prédite (0,97 mg/ml/min).

4.2.2 Représentations et analyse des surfaces de réponses

La figure 24 représente les tracés de surfaces de réponses de 1’activité kératinolytique.
Elle illustre I’effet des interactions des différents facteurs sur I’activité kératinolytique par des
représentations tri-dimentonnelles. Chaque illustration posséde deux facteurs variables du

domaine expérimental tandis que la troisieme est fixée a son niveau central.
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Figure 24 : Model de surface de réponse de la kératinase (mg/ml/min) produite par la souche Actinopolyspora sp.
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La figure 24 représente les effets des variables croisés les plus significatifs sur la
reponse (production de kératinase). La methodologie de surface de reponse est trés efficace
dans la determination des optimas dans la production des enzymes. Elle a éte utilisée par

(Oussadi, 2018) dans la production de 1’a- amylase.

Les effets croisés des facteurs observés sur la figure 24 nous ont permis de confirmer les
résultats statistiques précédents (Tableau ANOVA). Nous constatons qu’il existe deux effets
significatifs, I’effet croisé X1 X4 ainsi que 1’effet combiné des facteurs X3 X4. Nous notons ainsi
que la production de kératinase est affectée de maniére inversement proportionnelle quant a la
concentration des deux facteurs marc de café et sulfate d’ammonium. Nous observons
également, L’étroite corrélation entre 1’effet des facteurs Xs et X4 sur La production de
kératinase. Ces derniers ont 1’effet positif le plus important. Leur interaction atteint une valeur
optimale supérieur a 4 mg/ml/min. I’effet combiné des variables significatives a permis de
donner une forme concave des surfaces de réponse qui indique que nous pouvons trouver les
valeurs optimales de la kératinase dans la gamme moyenne des variables étudiées. Les mémes

formes ont été retrouvées par (Gasmi, 2017), dans 1’étude de 1’activité chitinolytique.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES




La dégradation des déchets agroalimentaire a été étudiee en vue de dépolluer
I’environnement. La valorisation microbienne des déchets vise a produire des métabolites a
forte valeur ajoutée notamment des protéines et spécialement la kératinase.

L’influence des quatre paramétres, le marc de café, les épluchures de pomme de terre,
les plumes de volaille et le sulfate d’ammonium sur cette production a fait 1’objet de notre
travail. Pour atteindre nos objectifs nous avons adopter la méthodologie des surfaces de
réponses (RSM) et le plan composite centre (CCD), qui nous ont permis de décrire et de
modéliser d’une maniére correcte I’influence de ces quatre facteurs expérimentaux sur
I’efficacité du traitement.

L’analyse de la variance (ANOVA) nous a permis d’identifier les facteurs qui ont un effet
significatif sur la production des protéines et de la kératinase par une souche actinomycétale
Actinopolyspora sp. Parmi les 4 facteurs étudiés, seul trois effets se sont révélés significatifs,
I’effet linéaire du sulfate d’ammonium et les effets croisés du (X1X4) et (X3Xs). Nous avons
noté que la production maximale de protéines est de I’ordre de 32,11 mg/ml appartenant au
milieu 16. La valeur maximale de la kératinase (3,25 mg/ml/min) a été obtenue dans le milieu
15 contenant (8 g/l de Mc 8 g/l de PV 8 g/l d’EP et 4 g/l de SA). Néanmoins, des résultats
positifs ont été obtenus depuis 1’effet combiné de (MCSA et EPMc).

D’aprés I’analyse des résultats finaux nous concluons que la souche Actinopolyspora sp. est
capable de produire la kératinase.

Apres cette étude la perspective majeure est d’optimiser expérimentalement I’influence des
autres facteurs pour améliorer le rendement et d’étudier ’effet croisé des facteurs non
significatifs. Des essais & I’échelle pilote sont envisageable pour se rapprocher d’une production
d’enzyme a I’échelle industrielle est également possible. L’emploi de ces déchets dans la
formulation de milieux de cultures pour la production d’autres métabolites a forte valeur

ajoutée.
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Annexe 1 La composition des milieux de cultures

Milieu ISP2 (solide)

Extrait de levure 49
Extrait de malt 109
Glucose 49
Agar 209
Eau distillée gsp 1000 mi
NaCl 100g
pH=7,3
Milieu ISP5
Glycérol 10g
L-Asparagine 1lg
K2 HPO4 19
Solution saline! 1ml
Agar 209
Eau distillée gsp 1000 ml
NaCl 509
pH =7-7,4

Solution Saline

FeSO47 H,0 0lg
MnNCl 7 H,0 019
Zn S04 7 H20 019

Eau distillée gsp 100 ml
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Annexe 2 Préparation des solutions nécessaires

Composition de la solution M.

- Solution A : 2% de Na,COs dans de NaOH 0,1N.

- Solution B : 1% de CuSO4 5H>0 dans I’cau distillée.

- Solution C : 2% tartrate double de sodium et de potassium dans 1’cau distillée.
- Solution M : ¢’est un mélange de :

20 ml de la solution A

1 ml de la solution B

1 ml de la solution C

Préparation du tampon hydroxide de glycine et sodium
Recette et préparation du tampon a I'hydroxyde de glycine et de sodium (0,08 M, pH 10).
Pour la preparation de 100 ml du tampon hydroxide de glycine et sodium (0.08 M, pH 10):

Table 1. Composants requis

Composant Mass Molarite
Glycine (mw : 75 g/mol) 375mg | 0.05 M
Sodium hydroxide (mw: 40 g/mol) | 128 mg | 0.032 M

Préparez 80 mL d’eau distillée dans un recipient approprié.
Ajoutez 375 mg de glycine a la solution.

Ajoutez 128 mg of d’hydroxyde de sodium & la solution.
Ajoutez la solution au pH final souhaité avec HCI ou NaOH.

Ajoutez de I'eau distillée jusqu'a atteindre un volume de 100 mL.



Annexe 3 : Les Courbes étalons réalisées

Courbe étalon de glucose (les sucres totaux)

DO y=0586x+0,002

R*=0,989
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
-0,2

Courbe étalon de protéines (Chicken Egg protéine).

DO y=0,063x-0,0135

R?=0,9606
0,6

0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

¢ DO

Linéaire
(DO)

0,07

¢ DO

Linéaire
(DO)

10



Courbe de la tyrosine (activité kératinolytique).

Y = 98,766x
R* = 0,9996

0,001

0,002

0,003

'

B e
0,004

0,005

Concentration glucose( mole /1)

Annexe 4 Les tableaux des composants chimiques des déchets utilisés.

Composition (en %) de la matiére seche de café verts et torrefiés selon la

variété et du café instantané soluble.

Arabica Robusta Poudre
Composants de café
Vert Torréfié Vert Torréfié | instantané
soluble
Minéraux 3,0-4.2 3,54,5 4,0-4,5 4,6-5,0 9,0-10,0
Caféine 0,9-1,2 ~ 1,0 1,6-2,4 ~ 2,0 4,5-5,1
Trigonelline 1,0-1,2 0,5-1,0 0,6-0,75 0,3-0,6 -
Lipides 12,0-18,0 14,5-20,0 9,0-13,0 11,0-16,0 1,5-1,6
Acides chlorogéniques 5,5-8,0 1,2-2,3 7,0-10,0 3,9-4.6 5,2-7,4
totaux
Acides
alipathiques 1,5-2,0 1,0-1,5 1,5-2,0 1,0-1,5 -
Oligo-saccharides 6,0-8,0 0-3,5 5,0-7,0 0-3,5 0,7-5,2
Polysaccharides 50,0-55,0 24,0-39,0| 37,0-47,0 - ~ 6,5
totaux
Acides aminés 2,0 0 2,0 0 0
Protéines 11,0-13,0 13,0-15,0 11,0-13,0 13,0-15,0 16,0-21,0
Acides humiques - 16,0-17,0 - 16,0-17,0 15,0




Composition chimique des épluchures de pomme de terre.

Co-produits MS | MAT | Cellulose | Amidon | Calcium | Phesphore | Potassium
% % MS
Ecart de triage | 19.4 | 11.0 2.7 64.2 0.04 0.21 2.40
Screening 20.3| 103 3.0 72.3 0.12 0.24 /
Pulpes 19.0| 5.5 18.6 40.6 0.46 0.13 1.00
Protéines 90.0| 85 1 0.2 0.09 0.28 0.92
(CPPT)
Amidon 87.8| 0.6 0.6 91.2 0.11 0.23 0.57
Epluchures | 1321 174 | 9.0 206 | 030 0.24 /
vapeur
Purées solides |26.0| 8.0 3.0 72.5 0.00 0.06 0.9
"hips (38 ¢
Chips387% 1 g55| 590 | 25 448 | 0.04 0.14 0.70
MG)
Composition en sucre du café torrefié.
Type de glucides | % matiére Composants Effet de la
seche torréfaction
Monosaccharides 0,2-0 Glucose, Fructose, Diminution a
Arabinose (traces), torréfaction
Galactose. intense
augmentation
(0,09-0.57 %)
Oligosaccharides 0,4-2,8 Saccharose. Diminution
Polysaccharides 5,8-12,1 | Combinaison variée de | Augmentation
solubles Arabinose (arabane), Solubilisation
dégrades Galactose (galactane), partielle des
Mammose (manname), | polysaccharides
Glucose (cellulose). dégradés.
Helocellulose 10-21 - -
Phytates (inositol 0,1-0,2 - -
hexaphosphate)
TOTAL 16,2-37,9 |- -
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Résumé

Dans un contexte de valorisation de quelques sous-produits agro-alimentaires (marc de café, plumes de
volailles, épluchures de pomme de terre), la souche Actinomycetale sp. a été testé pour son aptitude a
produire la kératinase dans des milieux de fermentation congus a partir de ces déchets en adoptant la
méthodologie des plans d’expériences, en particulier la méthodologie des surfaces de réponses (RSM) et
les plans composites centrés (CCD), pour évaluer les effets du marc de café, des plumes de volaille, des
épluchures de pomme de terre et du sulfate d’ammonium sur la production de I’enzyme. Les résultats
obtenus ont révélé une activité kératinolytique dans tous les milieux néanmoins avec des concentrations
différentes ou I’activité maximale est atteinte dans 1’essai 15, avec une valeur de 3,25 mg/ml/min. La
méthodologie adoptée nous a permis de conclure que seuls trois parmi quatre facteurs (marc de café, les
plumes de volaille, les épluchures de pomme de terre et le sulfate d’ammonium) ont des effets significatifs.
L’effet linéaire du sulfate d’ammonium, sur la production des protéines totales et les effets combinés, du
marc de café avec le sulfate d’ammonium d’un c6té et les épluchures de pomme de terre avec le sulfate
d’ammonium de ’autre sur la production de kératinase. Les résultats obtenus nous ont permis de conclure

que la souche étudiée est productrice de kératinase.
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