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Introduction

1- Introduction

Dans le monde, les usines de transformation de la volaille produisent des millions de tonnes
de plumes par an en tant que déchets (Williams et al., 1991), leurs teneur en -kératine est en
grande partie responsable de leurs haut degré de résistance aux processus de dégradation
(Onifade et al., 1998). La grande quantité de plumes produite et leurs accumulation créent un
probleme d'élimination entrainant une pollution de I'environnement. Dans plusieurs pays,
I'industrie utilise l'incinération pour éliminer les plumes de volaille et autres déchets.

Cependant, cette méthode présente des inconvénients écologiques importants.

Par ailleurs, une utilisation actuelle de plumes de volaille consiste en leurs transformations en
farine de plumes. Cette derniére englobe une protéine alimentaire digestible pour la nutrition
animale, issue du traitement des plumes avec de la chaleur humide (Morris et Balloun, 1973).
Ce procédé a un inconvénient, car certains acides amines sensibles a la chaleur, tels que la

méthionine, la lysine, le tryptophane, sont dégradés (Marcondes et al., 2007).

Le développement des méthodes enzymatique et / ou microbiologiques pour I'hydrolyse de
plumes en protéines solubles et des acides aminés est extrémement attractive, car il offre des
méthodes faciles et bon marché pour la production de substances de valeur. Ces méthodes
peuvent étre utilisées pour produire des acides aminés rares comme la sérine, la cystéine, et la

proline (Gupta et Ramnani, 2006).

Dans la nature, les kératines sont hydrolysées par certains micro-organismes qui synthétisent
les Kkératinases. Ces enzymes ont la capacité de dégrader la kératine native en entités
peptidiques plus petites qui peuvent, ensuite, étre absorbées par les cellules (Gupta et
Ramnani, 2006).

Les enzymes kératinolytiques sont répandus dans la nature et sont élaborées par plusieurs
micro-organismes, la plupart isolées des déchets de volaille. Ces organismes comprennent les
bactéries, les actinomyceétes et les champignons (Gupta et Ramnani, 2006).

C’est cette caractéristique que nous avons exploité dans ce travail dans le but d’étudier la
production de kératinase par des moisissures isolées localement de fermes de poulet, en
utilisant les plumes de volaille en tant que seule source de carbone et d'azote. Pour cela nous

nous sommes fixés plusieurs objectifs, réalisés en 4 étapes.
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La 1% étape est I’isolement des moisissures kératinolytiques, sur milieu sélectif & base de

farine de plumes, et ’identification de ces souches.

La 2°™ étape porte sur le dosage de I’activité kératinolytique des souches dans le but de

sélectionner la souche la plus performante.
La 3°™ étape est I’étude de effet de température et du pH sur Iactivité kératinolytique.

La 4°™ et derniére étape consiste en I’étude de Deffet d’une source de carbone sur la

production de kératinase.
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2- Revue bibliographique
2.1- Production mondiale de la volaille

La production et la consommation de la volaille dans le monde ont connus un développement
important au cours des 30 dernieres années. En effet, la chair de volaille est la deuxieme
viande la plus consommée au monde, avec une production en croissance permanente, qui a
atteint 91,6 et101 millions de tonnes en 2009 et 2011, respectivement. Le poulet prédomine la
production mondiale de la volaille (85 % de la production totale), suivi de la dinde, le canard,
les pintades, les autruches et les pigeons. Les Etats-Unis et la Chine sont les premiers pays
producteurs du poulet, suivi du Brésil, les 27 pays de 1’Union Européenne (UE), I’Inde et la
Russie, comme indiqué dans le tableaul.

Tableau 1 : Production du poulet estimée en 2012 (Source : FAOSTAT).

Pays Production du
poulet (millions de tonnes)

USA 19.8

Chine 185

Brésil 13.1

UE 27 12.2
Inde 2.5

Russie 3.3

monde 104.5

2.2- Production de la volaille en Algeérie

La filiere avicole en Algérie, dans la période 1962-1969, était essentiellement fermiere sans
organisation particuliere et n’occupait qu’une place tres modeste dans la structure de la ration
alimentaire de I’Algérien. L’ Algérie a opté, par la suite, pour la mise en place d’un circuit
avicole moderne, a travers les différents plans de développement. En effet, trois périodes
différentes, du point de vue organisationnel, sont distinguées, en 1’occurrence: la période
1969-1979 qui constitue I’amorce du programme de développement des productions animales,
dont I’aviculture ; la période 1980-1984 qui a vu la mise en place d’un programme spécial

pour I’aviculture, qui est « le plan avicole », visant une réorganisation du secteur avicole ; et

3
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la période 1985-1989 qui constitue une continuité du plan précédant avec une augmentation

des objectifs de consommation (Djerou, 2006).

Ces derniéres annees, la filiere avicole algérienne a atteint un stade de développement
appréciable dans 1’économie agricole. Les productions, ont atteint ainsi les 253.000 tonnes
selon les statistiques de la FAO de 2011 (MADR, 2012).

L’Algérie figure dans les premiéres places dans 1’¢élevage des poulets parmi les pays de
la région du Grand Maghreb (tableau 2). En fait, I’ Algérie représente 20 a 35% du cheptel
de volaille de la région selon les espéces, avec un nombre de tétes de poulets qui a atteint 124
millions en 2007. Par ailleurs, 1’Algéric a été classée ces derniéres années, en deuxiéme
position derriere le Maroc, avec un nombre de tétes de poulets atteignant 140 millions,
représentant ainsi 34,71 % du cheptel de la région (Nouad, 2011).

Tableau 2 Nombre de tétes de poulets dans les différents pays du grand Maghreb, de 2001 a 2007,
selon les données statistiques de la FAO, 2007 (Nouad, 2011).

Cheptel poulets — production annuelle (Nombre de tétes)

(x 1000) 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Algérie 110000 | 120000 125 000 125 000 125 000 125 000 124 000
Libye 25000 25000 25000 25000 25000 25000 25000
Maroc 137000 | 137 000 137 000 137 000 137 000 140 000 140 000
Mauritanie | 4 100 4 200 4 200 4 200 4 200 4 200 4 200
Tunisie 61417 62 000 62 000 64 000 64 000 62 000 64 000
Total 337517 | 348 200 353 200 355 200 355 200 356 200 357 200
% Algérie 32.59% | 34.46% 35.39% 35.19% 35.19% 35.09% 34.17%
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2.3- Déchets de volailles

L'industrie mondiale de la volaille est énorme et elle est considerée parmi les plus polluantes
en raison des grandes quantités de déchets générés. En effet, la viande destinée a
I’alimentation humaine ne représente que 68 a 72 % et 78 % de chaque poulet et de chaque
dinde, respectivement alors que le reste devient des déchets aprés sa transformation (Haines,
2004). 11 est a noter qu’environ 4 millions de tonnes de déchet de plumes de volaille sont
produits par an dans le monde entier (Saha, 2009). Ces déchets constituent cependant, une
source potentielle de biomasse valorisable en raison de leurs teneurs en matiere organique et

en fibres.
2.4- Valorisation des plumes de volaille

A linstar de la laine et du cuir, les plumes et duvets sont des co-produits de l'industrie
alimentaire. Ces deux matiéres 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 (Nouad, 2011).

Les plumes et duvets ne doivent donc pas, sauf cas particuliers, 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 (Nouad, 2011).

Les procédés identifiés comme voie potentielle de valorisation matiére ou de valorisation

organique des plumes sont résumés dans le tableau 3.

Tableau 3 Procédés de valorisation matiere et organique des plumes. Source : (Nouad, 2011).

Valorisation matiére Valorisation organique
- Extraction Kkératinique pour la - Fabrication d’amendement
fabrication de peinture résistante a organique (compost) a partir de
la lumiére (projet européen- plumes  séches  (déchets de
Polymérisation des fibres de plumes P’industrie d’anoblissement) ou
- Filage de la matiere kératinique humides  (déchets  d’abattage
(applications textiles) d’oiseaux terrestres) ou de farines
- Fabrication de textile non tissé avec de plumes hydrolysées
nappage de plumes
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Malgré 1'utilité des déchets de volaille, leurs valorisation en Algérie est inexistante (Nouad,
2011). En effet, I’industrie élimine ces déchets par les incinérer ou les jeter dans les décharges

publiques, ce qui présente des risques écologiques énormes (Marcondes, 2008).

2.5- Plumes de volaille

2.5.1- Role et morphologie

Les plumes distinguent les oiseaux, d'autres vertébrés et jouent un réle important dans de
nombreux processus physiologiques et fonctionnels. La plupart des oiseaux adultes sont
entierement couverts par des plumes, sauf sur le bec, les yeux et les pieds. Les plumes ne
conférent pas seulement la capacité de vol, mais ils sont essentiels pour la régulation de la
température, la protection, l'isolation, etc. La figure 1 illustre la morphologie des plumes qui
se caractérisent par la présence d'une gaine épidermique qui se développe pour former un tube
court de la base (calamus) et I'arbre principal (rachis). Les barbes s'étendent a un angle suivies
par des barbules (Tseng, 2011).

Rachis
calamus

barbe

barbes inferieure

Figure 1 : Différentes parties de la plume (Saha, 2009).
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2.5.2- Composition de plumes de volailles

Les plumes de volailles se composent approximativement de 91% de protéines (kératine), 1%
de lipides, et 8% d’eau. La séquence d'acides aminés d'une plume de volaille est trés similaire
a celle d'autres plumes. La séquence est composée en grande partie de la cystéine, la glycine,
la proline, et la sérine, et ne contient presque aucune histidine, lysine, ou méthionine
(Kannappan, 2012).

Parmi les éléments traces qu’on trouve dans les plumes, on note : le soufre (2,57%) ; le chlore
(0,53%) ; le phosphore sous forme de pentoxyde (0,34%), le silicium sous forme d'acide
silicique (0,22%) et le calcium sous forme d'oxyde (0,10%). Quelque légéres différences
peuvent exister dans la composition des plumes de divers genres de volaille. En fait, la teneur
en graisse dans les plumes d'oie et le canard est supérieure a celle des plumes de poulets et de
dindes (Saha, 2009).

2.6- kératines
2.6.1- Généralités

Les kératines sont des protéines fibreuses insolubles avec une tres grande stabilité et un taux
de dégradation faible (Tom sinoy et al., 2011). Elles forment la plus grande partie des
couches cornées de I'épiderme, et de ses appendices comme les cheveux, les poils, les ongles,

les plumes, les écailles et les griffes (Jacques, 2003).

Il existe deux principaux groupes de kératine, les alpha-kératines et les béta-kératines. Bien
que les deux remplissent des réles similaires, elles different 1égérement dans la structure, la
composition et les propriétés. Les alpha-kératines sont Iégerement basique ou neutre et ont
une structure hélicoidale droitiere et les béta kératines sont légerement acides et forment aussi
une structure hélicordale droitiere (Selvam et Vishnupriya, 2012).

Le r6le de la kératine est d'assurer une protection de I'animal (ou de I'Homme) contre son
environnement naturel. C'est pourquoi elle montre une grande résistance aux attaques
chimiques et enzymatiques. Cette résistance est due a sa forte teneur en cystéine (Jacques,
2003).
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2.6.2- Kératines de plumes

Les kératines de plumes comptent environ 20 types, dont la composition ne différe que par
quelques acides aminés. La répartition des acides aminés est fortement non uniforme, par
rapport aux résidus basiques et acides. Les résidus de cystine sont concentrés dans les régions
N- et C-terminales. La partie centrale est riche en résidus hydrophobes (Kannappan, 2012).

Les acides aminés composants les kératines sont mentionnés dans le tableau 4.

Tableau 4 Contenu en acides aminés des fibres kératiniques de plumes de volailles (Kannappan,
2012).

Acide aminé Pourcentage (%0)
arginine 4.30
Acide aspartique 6.00
glutamine 7.62
thréonine 4.00
serine 16.0
tyrosine 1.00
leucine 2.62
isoleucine 3.32
valine 1.61
cystine 8.85
alanine 3.44
phénylalanine 0.86
méthionine 1.02
proline 12.0
asparagine 4.00

La kératine de plume est une protéine particuliére. Elle a une teneur élevée de cystéine
(8.85%), un acide aminé soufré, qui est a I'origine de la formation de ponts disulfures, créant
un reseau tridimensionnel compact engendrant une grande stabilité. La formation des ponts
disulfures est assurée par oxydation des groupements thiols de deux cystéines appartenant a
deux chaines de kératine (figure 2) (Kannappan, 2012). La présence de ces liaisons en grand

nombre confére une grande insolubilité dans les solvants classiques et une résistance aux
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attaques chimiques. De ce fait, la kératine est une protéine particuliére, résistante et stable
(Jacques, 2003).

i HOIO/ O
ed S ‘
9 HS OH th- + 2 H+ + HA g OH

NH
2 OXy NH2

pont disulfure

Lﬁ*

Figure 2 : Oxydation des groupements thiols de 2 cystéines et la formation des groupements
disulfures (Berrada, 2007).

2.7- Kératinases

Les kératinases [EC 3.4.21/24/99.11] appartiennent au groupe des sérines ou metallo
protéases capables de dégrader la kératine par réduction des liaisons disulfures de la kératine
et la protéolyse (Gupta et Ramnani, 2006). Il s'agit d'une enzyme extracellulaire produite dans
un milieu contenant des substrats kératiniques tels que les cheveux et les plumes (Selvam et
Vishnupriya, 2012).

Donc les kératinases dans la nature contribuent de fagon continue a I’¢limination de la
kératine contenue dans les déchets sous forme de poils, plumes d'oiseaux et d'animaux morts
(Onifade et al., 1998 ; Farag et Hassan, 2004).

2.7.1- Source microbiennes de kératinase

Les kératinases sont trés répandues dans le monde microbien et elles peuvent étre identifiées a
partir des eucaryotes, bactéries et archaebacteries. Ces microorganismes ont éte isolés a partir

de divers environnements a savoir : les sols de I'Antarctique ; les sources chaudes et les
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environnements aérobies et anaérobies. Par conséquent, les kératinases microbiennes
présentent une grande diversité de leurs propriétés biochimiques et biophysiques (Saha,
2009).

2.7.1.1- Bactéries kératinolytiques

Chez les bactéries, la dégradation de la kératine est surtout confinée aux bactéries a Gram-
positifs des genres Bacillus, Lysobacter, Kocurica et Microbacterium. Néanmoins, les
bactéries du genre Bacillus spp, sont classées dans la littérature parmi les genres bactériens
les plus importants en termes de production de kératinases. En effet, diverses souches de
Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus et Bacillus cereus ont été décrites
comme kératinolytiques (Gupta et Ramnani, 2006).

Par ailleurs, un certain nombre de souches de bactéries Gram-négatif, a savoir : Vibrio,
Xanthomonas, Stenotrophomonas et Chryseobacterium, ont également été signalées
récemment comme des souches kératinolytiques (Gupta et Ramnani, 2006).

En plus, quelques espéces thermophiles et extrémophiles appartenant aux genres
Fervidobacterium, Thermoanaerobacter, Bacillus et Nesternokia ont également été décrites
comme des producteurs de kératinase (Gupta et Ramnani, 2006).

En outre, les actinomycétes du groupe Streptomyces, a savoir S. fradiae, S. pactum, S.
albidoflavus, S. thermoviolaceus SD8 et S. graminofaciens, et le groupe de
Thermoactinomyces, a savoir T. candidus, sont communément décrit comme dégradeurs de la
kératine avec une capacité d'agir sur une grande variété de substrats, y compris la kératine des

cheveux, de la laine et des plume (Gupta et Ramnani, 2006).

2.7.1.2- Moisissures kératinolytiques

Dans les milieux naturels, les champignons kératinolytiques sont impliqués dans le recyclage
du carbone, de l'azote et du soufre des kératines. Leurs présence et leurs distribution semblent
dépendre de la disponibilité de la kératine, en particulier la ou les humains et les animaux
exercent une activité génitrice de déchets riches en kératine (Filipello, 2000). Bien avant
d’étre exploités en biotechnologie, certains champignons kératinolytiques ont été largement

étudiés pour leurs effets pathogéene dermatophytes tels que Trichophyton microsporum,

Bien que, certaines études sur le potentiel biotechnologique de ces genres soient disponibles,
peu d'intérét commercial leurs a été attribué en raison de leur pathogénicité (Saha, 2009).
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Des kératinases présentant des propriétés biochimiques intéressantes ont été signalées a étre
produites par des champignons nondermatophytes a savoir : Aspergillus oryzae, Trichoderma,
Doratomyces, Paecilomyces, Scopulariopsis et aussi Acremonium, Alternaria, Beauveria,

Penicillium Curvularia (Marcondes et al., 2008).

2.7.2- Caracteres moléculaires et biochimique des kératinases

Les propriétés biochimiques et physico-chimiques des kératinases de plusieurs micro-
organismes ont été largement étudiées. Ces propriétés englobent principalement le pH

optimal, la température optimale et le poids moléculaire (tableau 5).

Tableau 5 Diversité des micro-organismes kératinolytiques et certaines propriétés biochimiques de

kératinases (Source : Saha, 2009).

Microorganismes | Poids moléculaire | pH optimal | Température
(kDa) optimale

Bacillus cereus 80 8.5 50

Bacillus 35 8.5 60

licheniformis

Bacillus pumilis 65 8 65

Bacillus subtilis | 35 8.5 55

KD-N2

Bacillus subtilis | 69 6 40

MTCC

Fervidobacterium 130 10 80

pennavorans

Kocuria rosea 240 10 40

Microbacterium sp. | 42 7,5 50

krl0

Streptomyces 18 6-9,5 40-70

albidoflavus

Aspergillus oryzae | 60 8 50

Doratomyces 30 8-9 50

microsporum
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2.7.2.1- Conditions physicochimiques optimales

Un apercu général dans la littérature sur la stabilité du pH et de la température indique que les
kératinases sont généralement actives et stables sur une large gamme de pH (5 a 13). En effet,
La plus faible valeur de pH 4 a été observée dans le cas de Streptomyces pactum DSM40530
(Bockle et al., 1995), et la plus élevée, pH 13 chez Bacillus halodurans AH-101. Par ailleurs,
la plupart des kératinases microbiennes sont des protéases alcalines ou neutres présentant un
pH optimal allant de 7,5 a 9,0. Cependant, quelques kératinases possédent un pH optimal
alcalophile extréme supérieur & 12 (Selvam et Vishnupriya, 2012).

La température optimale de keratinases varie entre 30 et 80°C. En revanche, lI'enzyme de
Chrysosporium keratinophilum et de la bactérie thermophile Fervidobacterium islandicum
AW ont montrés un niveau exceptionnellement élevé de la température optimale qui a atteint
90°C et 100°C, avec une demi-vie de 30 a 90 min, respectivement respectivement (Selvam et
Vishnupriya, 2012).

2.7.2.2- Poids moléculaire

Les poids moléculaires des kératinases sont entre 18 et 200 kDa. A titre d’exemple
Streptomyces albidoflavus (SK 1-02) (Chitte et al., 1999) et Fervidobacterium islandicum
(Nam et al., 2002) produisent des kératinases dont les poids moléculaires équivalent a 18kDa
et 200kDa respectivement. Cependant, le poids moléculaire peut dépasser les 440 kDa dans le

cas de certains champignons pathogénes (Gupta et Ramnani, 2006).
2.7.2.3- Substrats spécifiques

Les kératinases ont une large spécificité de substrat et sont actives avec les deux substrats
protéiques, solubles et insolubles. Parmi les protéines solubles, ils possedent la capacité
d'hydrolyser la caséine, la gélatine, I'albumine de sérum bovin et de I'némoglobine, alors que
parmi les protéines insolubles, elles hydrolysent des plumes, de la laine, de la soie, du
collagene, de la corne, de la couche cornée, des cheveux et des ongles (Gupta et Ramnani,
2006).

2.7.3- Applications industrielles des kératinases

Les kératinases de microorganismes ont attiré beaucoup d'attention dans la derniere décennie,

notamment en raison de la multitude de leurs applications industrielles telles que dans les
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industries alimentaires animales, industrie des engrais, détergents, de la tannerie et 1’industrie
pharmaceutique (Gupta et Ramnani, 2006). En revanche, il est important de signaler que
seulement les deux premiers secteurs sont actuellement exploités alors que les autres sont

encore a I’échelle expérimentale (Brandelli et al., 2009).
2.7.3.1- Traitement des résidus de kératine
- Elimination des déchets kératiniques

Plusieurs millions de tonnes de plumes produites annuellement par I'industrie de I'élevage ce
qui conduit a la pollution de I'environnement (Onifade et al., 1998; Gousterova et al., 2005).
En effet, la structure fibreuse, insoluble et largement réticulé par du disulfure, de I'nydrogene
et des liaisons hydrophobes de la B-kératine a donné a cette protéine une forte résistance a la
dégradation par des protéases microbiennes communes, a savoir: la trypsine ; la pepsine et la
papaine. Ainsi, I’importance des kératinases dans 1’élimination de la pollution causée par les
déchets des industries de volaille devient de plus en plus remarquable (Gousterova et al.,
2005).

-- Farine de plume pour [’alimentation animale

Jusqu'a ces derniéres anneées, les plumes ont été cuits a haute température et pression et
utilisees comme complément dans I'alimentation animale sous forme de farine de plumes. Le
traitement hydrothermique, en plus d'étre coliteux, aboutit a la destruction de certains acides
aminés essentiels, a savoir : la méthionine, la lysine et le tryptophane, ce qui donne un produit
a faible digestibilité (Wang et Parsons, 1997). Les inconvénients du traitement a haute
température ont incités les industries de production de farine de plume a utiliser des
kératinases microbiennes comme des alternatives intéressantes pour hydrolyser les plumes en

aliment pour animaux riche en nutriments (Onifade et al., 1998).
- Farine de plume comme fertilisant

La farine de plume concentré, riche en protéines générée pour l'alimentation des volailles peut
également étre appliquée a lI'agriculture biologique comme engrais a libération lente d'azote.

La farine de plumes étant riche en azote (15% N), source peu codteuse et facilement
disponible sert de substitut potentiel au guano. Elle fournit non seulement de I'azote pour les
plantes et favorise l'activité microbienne, mais stabilise aussi les structures du sol et augmente

la capacité de rétention d'eau (Hadas et Kautsky, 1994).
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2.7.3.2- Détergent

Les enzymes protéolytiques ont dominées le marché des détergents depuis les temps anciens.
En fait, la part d'environ 89% des enzymes détergents est celle des protéases alcalines.
Néanmoins, il y a toujours un besoin pour de nouvelles enzymes avec des propriétés nouvelles
qui peuvent en outre élargir le champ d'application de détergents a base d'enzymes (Gupta et
Ramnani, 2006).

Les kératinases peuvent aider a éliminer des taches kératiniques qui sont souvent rencontrées
dans la blanchisserie, tels que les cols de chemise, sur lequel la plupart des protéases ne

parviennent pas a agir (Gupta et Ramnani, 2006).

Par ailleurs, une application étendue des kératinases dans les détergents est leurs utilisations
comme additifs pour le nettoyage des canalisations bouchées par des déchets kératiniques
(Farag et Hassan, 2004).

2.7.3.3- Dégradation des prions

Les prions sont des particules protéiques responsables de maladies neurodégénératives
appelées encéphalopathies spongiformes transmissibles (EST) qui incluent la maladie
redoutée de la vache folle, la tremblante du mouton, le kuru et la maladie de Creutzfeld-
Jakob. Ces prions ne peuvent pas étre transmis par l'air ou par contact occasionnel. Ils sont
transmis par contact avec les tissus infectés, des liquides corporels ou des instruments
médicaux contaminés. Les kératinases semblent étre les seules enzymes capables de dégrader
les prions qui causent I’EST. Ainsi, elles sont utilisées dans le traitement des farines

animalieres et la désinfection des dispositifs médicaux (Van raamsdonk et al., 2004).
2.7.3.4- Industrie du cuir

Le traitement du cuir au niveau des tanneries consiste en une série d'opérations parmi
lesquelles 1’épilage, qui est une attaque atténuée du derme, c’est a dire du collageéne, attaque
qui doit étre suffisamment faible pour ne pas provoquer de perte de substance (Amellal,
2007).

L’¢épilage alcalin est le plus souvent utilisé, il repose sur I’action des solutions alcalines sur la
kératine. Elles sont généralement a base de chaux pure, soit de sulfure de sodium, soit d’un

mélange de chaux et de sulfure de sodium (Amellal, 2007).
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Quelques rapports indiquent que les kératinases pourraient étre des agents d’épilage utiles
(Allpress et al. ,2002; Friedrich et Kern, 2003). En effet, une kératinase de B. subtilis S14
(Macedo et al., 2005) a été rapportée pour éliminer complétement la nécessité en sulfure de

sodium toxique.
2.7.3.5- Autres applications

Autres application potentielle des kératinases c’est la digestion anaérobie des déchets de
volaille pour produire du gaz naturel comme combustible (Brutt et Ichida, 1999), elles
peuvent aussi servir a la modification des fibres telles que la laine et la soie (Rissen et
Antranikian, 2001).

Dans le domaine de la médecine et de la pharmacie elles sont employées pour I'élimination de
I'acné, pour la préparation de vaccins pour la dermatophytose et comme additifs dans les
agents pour éclaircir la peau car ils stimulent la dégradation de la kératine (Vignardeta et al.,
2001).
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3- Matériels et méthodes

La kératinase est une enzyme a utilisation biotechnologique intéressantes. En effet, elle peut
étre exploitée dans divers domaines, en 1’occurrence : alimentation animale, engrais,
cosmétique et pharmaceutique. Le présent travail s’inscrit dans le cadre de caractérisation de
souches fongiques keratinolytiques isolées a partie du sol de ferme de poulets ; d’étude de
conditions optimale de ’activité de la kératinase et I’effet d’une source de carbone sur la

concentration d’enzyme produite dans des conditions de fermentation en fiole.

La partie expérimentale est réalisée au laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de
I’ Activité Microbienne (LaMyBAM), Université Constantine 1.

3.1--Echantillonnage

Ce travail porte sur la recherche de moisissures kératinolytiques pour cela 1’échantillonnage
est réalisé a partir d’une ferme de poulets dans la commune de BOUHATEM (70Km a
I’ouest de la wilaya de Mila). Le prélevement est réalisé dans des conditions stériles

rigoureuse et récupéré dans un flacon stérile.
3.2- Isolement des moisissures

3.2.1- Milieu d’isolement

Un milieu sélectif a base de farine de plumes de volaille est employé pour I’isolement des
souches kératinolytiques selon la méthode d’Anitha et Palanivelu, (2012). (Annexe 1). Les
plumes (figure 3) sont fournis par un abattoir de volailles a Constantine et la farine de plume
(figure 4) est préparée dans plusieurs étapes. D’abord, les plumes ont subit trois lavage, a
savoir : I’eau de robinet, un détergent (chloroforme) et I’cau distillée. Ensuite, les plumes
sont sechées a 50 °C pendant 72h et sont découpées en petits morceaux. Enfin, les plumes
sont broyées en utilisant un mixeur et sont filtrées a travers une passoire pour éliminer les

grosses particules.
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Figure 3 : Plumes de volailles. Figure 4 : Farine de plume.

3.2.2- Dilutions

La préparation des dilutions consiste tout d’abord a préparer la solution mere du sol en
ajoutant 1g du sol a 9ml d’eau physiologique stérile (9g NaCl dans 1 litre d’eau distillée),
suivi d’une agitation vigoureuse pendant 3min. La solution obtenue a servi a preparer des
dilutions décimales par 1’ajout successif d’1 ml de la solution précédente a 9ml d’eau

physiologique stérile jusqu’a ’obtention de la dilution 10™ (Jerome et al., 2004).

Apres la préparation des dilutions, une agitation vigoureuse avec le Vortex permet
I’homogénéisation des milieux. A chaque échantillon, il est attribué un code désignant son

origine et son degré de dilution.
3.2.3- Ensemencement

0.1ml de chaque dilution indiquée est déposé sur des boites de pétri contenant le milieu
d’isolement puis étalé uniformément avec un étaloir stérile par un mouvement de balayage et
de rotation sur I’ensemble de la surface du milieu. Grace a cette méthode, toutes les colonies
se développent sur la surface (Tortora et al., 2003). Les boites sont ensuite incubées a

30°C pendant deux semaines.
3.3- Purification des souches

La purification des moisissures est effectuée par piqure centrale a partir des boites
d’isolement, sur milieu Sabouraud (Annexe 2).

Les moisissures développées sont repiquées dans un milieu Sabouraud et sont incubées a
30°C pendant sept jours.
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3.4- Identification des souches

L’identification des moisissures fait essentiellement appel aux caractéres -culturaux
(identification  macroscopique) et a la morphologie (identification microscopique),

rarement a des propriétés biochimiques (Botton et al., 1990).
3.4.1- ldentification macroscopique

L’observation des moisissures s’est réalisée sur la face et le revers de la boite, en se basant sur
la détermination de 1’aspect des colonies et la forme et la couleur des spores (Botton et al.,
1990).

3.4.2- ldentification microscopique

L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les deux
méthodes les plus utilisées sont celles du ruban adhésif (test du drapeau) et la méthode de

lactophénol bleu de coton. Ces deux méthodes sont décrites ci-dessous.

> Ruban adhésif : un petit morceau du ruban adhésif est appliqué par la face collante sur
la colonie puis déposeé sur une lame porte-objet.

» Lactophénol bleu de coton : un fragment de la colonie est prélevé, a ’aide d’une anse
de platine, et déposé sur une lame porte-objet dans une goutte de colorant, ensuite
recouvrir avec une lamelle couvre-objet qui écrase la préparation (Chabasse et al.,
2002).

L’observation microscopique est effectuée en microscope optique aux différents

grossissements (GX 10, GX 40), et par émersion a GX 100

Ce type d’identification est fondé essentiellement sur 1I’étude morphologique de
mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation,...) et des spores
(forme, couleur, texture des parois,...) (Harrigan et McCance, 1976 ; Oteng-Gyang, 1984 ;
Guiraud, 1998).
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3.5- Conservation

Les moisissures sont conservees par la méthode la plus simple et la plus
communément utilisée au laboratoire qui consiste a repiquer ces souches a la fin de
leur croissance en tubes sur gélose inclinée (Botton et al., 1990), en utilisant comme milieu
de conservation le CYA (Parks, 1997). (Annexe 3). Aprés une semaine d’incubation a

30°C, les cultures sont conservées a 4°C (Botton et al., 1990).
3.6- Méthodes de fermentation

La fermentation est réalisée dans un milieu liquide a base de farine de plume (Annexe 4) dans

le but d’évaluer I’activité kératinolytique développée par les souches fongiques sélectionnées.
3.6.1- Préparation de I’'inoculum

L’inoculum correspond a la suspension sporale de la souche fongique sélectionnée. Cette
derniére est préparée par addition de 10 ml d’ecau physiologique stérile aux souches
cultivées sept jours sur milieu Sabouraud en boite de Pétri. Les spores sont récupérées
superficiellement en utilisant un rateau sous des conditions aseptiques. Ensuite la
détermination de la concentration de la suspension sporale est effectuée par dénombrement
des spores sur cellule de THOMAS.

3.6.2- Méthode de culture

Des erlenmeyers de 250ml contenant 100ml de milieu de fermentation sont stérilisés a
I’autoclave a 121°C pendant 15min. Ensuite chaque erlenmeyer est inoculée par une

suspension sporale de 108 spores /ml et incubée dans un bain marie agité a 28°C 180rpm.
3.6.3- Effet de la concentration de source de carbone

Afin d’étudier I’effet de la concentration de la source de carbone sur I’activité kératinolytique
de la souche sélectionnee, des concentrations progressives de glucose sont ajoutées (0.5%,
1%, 1.5%, 2%) en milieu de fermentation (figure 5). Le pH du milieu est ajusté a 6. Il est a

rappeler qu’une culture sans glucose est réalisée pour établir I’étude comparative.

Le milieu est reparti dans des erlenmeyers de 100ml, contenant 50ml du milieu de

fermentation. La préparation est stérilisée par la suite a ’autoclave a 121°C pendant 15min.
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puis, chague erlenmeyer est inoculée par une suspension sporale de 10® spores /ml et sont

enfin incubées dans un bain marie agitateur a 28°C 180 rpm pendant huit jours.

Figure 5 : Milieux de fermentation avec différentes concentrations en glucose.
3.7- Etude de Pactivité kératinolytique

3.7.1- Preéparation des extraits enzymatiques

Chaque 24h, des prélévements sont effectués dans des conditions d’aseptise. Cette étape est

suivie par une centrifugation de 10min a 6000rpm. Le surnageant contenant 1’enzyme est

dilué 2 10" et 102
3.7.2- Dosage de P’activité kératinolytique

L’activité kératinolytique est dosée selon la méme méthode décrite par Hard et al.

(2011) avec quelque petites modification.

La farine de plume est utilisée comme substrat et le mélange réactionnel est préparé comme
suit : 20 mg de farine de plume+ 3,8 ml du tampon TRIS HCL 0.1M pH 8 + 0.2 ml de

I’extrait enzymatique.

Apreés agitation, le mélange est incubé a 37°C au bain marie pendant 1 heure. La réaction est
ensuite arrétée par la mise de la préparation dans un bain de glace pendant 10min, puis

filtrée sur papier Whatman n° 1.
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Le blanc est préparé exactement de la méme facon du mélange réactionnel excepté

I’incubation au bain marie.

L’absorbance du mélange réactionnel est mesurée a 280 nm (Azg), en utilisant un
spectrophotomeétre. L’activité kératinolytique est exprimée comme une unité enzymatique
(U/ml) correspondant a une augmentation de la valeur d’absorbance par 0.1 par minute et elle

est calculée selon I’équation suivante :

U=4xnxAgo/ (0.1x60)
Ou n : facteur de dilution ; 4 : volume finale de réaction (ml) ; 60 : temps d’incubation (min).
3.8- Effet du pH et de la température sur ’activité enzymatique

L’effet du pH et de la température sur I’activité kératinolytique est déterminé lors de la

huitiéme journée en utilisant la méme méthode de dosage enzymatique.

L’activité est étudiée dans un intervalle de pH de 6 a 9 et la température optimale est quand a
elle déterminée par I’incubation dans de différentes températures (30°C, 40°C, 50°C, 60°C et
70°C).
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4- résultats

4.1- Isolement des souches kératinolytiques

L’isolement des souches microbiennes kératinolytiques sur milieu a base de farine de plume a
permis 1I’obtention de cing souches bactériennes et deux souches fongiques. Comme le présent
travail s’inscrit dans le cadre d’étude des moisissures kératinolytiques, seulement les deux
souches fongiques sont récupérées et purifiées sur milieu Sabouraud, pour réaliser le reste de

I’expérimentation.
4.2- ldentification des souches isolées

4.2.1- ldentification macroscopique

Les caractéres macroscopiques des deux moisissures isolées (KB et K3) sont étudiés sur
milieu Sabouraud, ’'un des milieux les plus fréquemment utilisés (Botton et al., 1990). Le
tableau 6 résume 1’aspect macroscopique des mycéliums, la texture, la couleur du mycélium
et du contour et la couleur du revers des boites. Par ailleurs, la figure 5 illustre la morphologie

des souches fongiques obtenues.

Tableau 6 Caracteres morphologiques des Souches fongiques KB et K3

souches | Formes du Couleur du Texture couleur

mycélium mycélium et du du revers
contour

KB circulaire qui Blanc au filamenteuse | incolore
envahit toute la départ, gris en
boite vieillissant

K3 Circulaire a jaune au centre, | Granuleuse brun
développement blanc a
faible sur milieu I’extrémité
Sabouraud
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Figure 6 : Aspect morphologique des souches fongiques K3 et KB sur milieu Sabouraud. A-face de
la souche K3 ; B-revers de la souche K3 ; C- face de la souche KB ; D- revers de la souche KB.

4.2.2- lIdentification microscopique

L’observation microscopique a permis 1’identification présomptive des genres des deux
souches kératinolytiques isolées en les comparant aux genres fongiques précédames décrits
dans la littérature, comme mentionné dans le tableau 7. L’analyse des résultats obtenus nous
a permis de constater que la souche KB appartient au genre Absidia et la souche K3
appartient au genre Aspergillus (Botton et al., 1990 ; Chabasse et al., 2002).
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Tableau 7 Caracteres microscopique des souches K3 et KB.

K3

KB

Souches | Aspect microscopique obtenu (G X100)

Caractéres

micrscopiques

-Filaments septés
-Conidiophores longs
-Vésicules sphériques
-Phialides portées par
des métules

-Conidies globuleuse

-Filaments larges non
septés.

-Spores cylindriques
-Apophyses bien
développées (en forme

d’entonnoir).

4.3- Etude de Pactivité kératinolytique produite

L’activité kératinolytique testée dans le milieu de fermentation liquide a base de farine de

plume a montré que cette derniere augmente au cours du temps chez les deux souches KB et

K3 avec un optimum observé au cours du huitieme jour. La meilleure activité kératinolytique

est observée chez la souche Absidia sp (KB), raison pour laquelle elle a été sélectionnée pour

la suite du travail (figure 7).
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Figure 7 : Evaluation de I’activité kératinolytique développé par les souches Absidia sp (KB) et
Aspergillus sp (K3) dans le milieu de fermentation liquide & base de farine de plume de poulet.

4.4- Effet du pH et de la température sur P’activité enzymatique

L’activité kératinolytique maximale de I’enzyme a été observée dans un intervalle de pH qui
varie entre 7.5 et 8 atteignant ainsi, 28.8 U/ml dans le pH 8. La figure 8 montre 1’évolution de

I’activité kératinolytique dans des différentes valeurs de pH.

35 ~

= = N N w
o %, o v o
1 1 1 1 1
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(0]

o

pH

Figure 8 : Effet du pH sur ’activité kératinolytique de la souche Absidia sp.
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Par ailleurs, la souche Absidia sp montre une activité kératinolytique optimale dans une
température de 50°C. La figure 9 montre 1’évolution de I’activité kératinolytique dans
différentes valeurs de températures.

60 -

activté kératinlytique (U/ml)
N w D (O]
o o o o

[EEN
o
1

Température °C
Figure 9 : Effet de la température sur I’activité kératinolytique de la souche Absidia sp.

45- Effet de la concentration de source de carbone sur D’activité

keratinolytique

L’activité kératinolytique est inversement proportionnelle a la concentration du glucose et au-

dela de la concentration 1,5% I’activité se stabilise a 13.8 U /ml (figure 10)

50 -
45 -
40 -
35 -
30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

activié kératinolytique (U/ml)

0% 0,50% 1% 1,50% 2%

concentration en glucose

Figure 10 : Effet de concentration de glucose sur 1’activité kératinolytique de la souche Absidia sp.
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5- Discussions

Les usines de transformation de volaille produisent une grande quantité de plumes comme
déchets, atteignant des millions de tonnes par an, avec un impact potentiel sur
I'environnement (Anitha et Palanivelu, 2012). Les plumes sont principalement constituées de
kératine, une protéine insoluble qui ne peut étre digérée que par des kératinases microbiennes
(Anitha et Palanivelu, 2012).Ces derniéres ont de multiples applications dans le secteur

industriel et médical.

Le présent travail porte sur I’identification des souches fongiques kératinolytiques et la

caractérisation de la kératinase qu’elles produisent.

Le choix du site de prélevement qui correspond au sol d’une ferme de poulet est choisi par
rapport aux recherches menées par Deivasigamani et Alagappan (2007); Awasthi et
Kushwaha (2011) ; Anitha et Palanivelu (2012). Il est ainsi important de signaler que les
fermes de poulets constituent un milieu ideal riche en microorganismes kératinolytiques en

raison de présence de déchets de plume mélangés au sol.

L’isolement des microorganismes sur milieu solide a base de farine de plumes, comme seule
source de carbone et d’azote a permis la sélection des souches kératinolytiques bactériennes et

fongiques.

Le développement de I’activité kératinolytique par des bactéries et moisissures a largement
été décrit dans la littérature (Saha, 2009 ; Hard et al., 2011 ; Anitha et Palanivelu, 2012).

Le travail s’est principalement focalisé sur les deux moisissures kératinolytiques K3 et KB.
La souche K3 s’est avérée aprés étude des caracteres culturaux et morphologiques étre
probablement une souche du genre Aspergillus (Botton et al., 1990 ; Chabasse et al., 2002).
Ce genre est commun et plusieurs études se sont axées sur le potentiel kératinolytique et la
caractérisation des enzymes secrétées par les especes de ce genre (Kim, 2003; Farag et
Hassan, 2004 ; Kim, 2007; Awasthi et Kushwaha, 2011). Par ailleurs, la souche KB appartient
a famille des mucorales. Cette derniére comprend les genres Mucor, Rhizopus, Rhizomucor et
Absidia. Les Absidia se distinguent des autres genres précedemment cités par leur apophyse
bien développée en forme d’entonnoir (Chabasse et al., 2002). C’est sur cette caractéristique
qu’il s’est établi que I’isolat KB est probablement Absidia sp. il est intéressant de noter que
les espéces appartenant a la famille des mucorales tel que Mucor sp (Kim, 2003) et Rhizopus
sp, (Gampa et al., 2013) sont largement étudiés pour leurs effets kératinolytiques, néanmoins,
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selon nos connaissances, les membres du genre Absidia sont étudiés pour la premiére fois

pour leur capacité kératinolytique dans le présent travail.

Les souches Aspergillus sp. K3 et Absidia sp. KB ont gardées leurs capacités d’hydrolyser la
kératine en milieu de fermentation liquide, contenant la farine de plume de poulets comme
seule source de carbone et d’azote. En effet, au bout du 8™ jour de culture, il s’est avéré que
les deux souches développent une activité keratinolytique importante, atteignant, 24 U/ml et
28.8 U/ml pour K3 et KB, respectivement, avec une activité meilleure détectee chez la souche

KB sélectionnée pour effectuer le reste du travail expérimental.

Il faut noter que la comparaison des performances de dégradation de la kératine avec d’autre
recherches est difficile, en raison de la multitude de méthodes de dosage et de substrats
spécifiques utilisés (Gupta et Ramnani, 2006). Pour cela, la méthode décrite par Hard et al.

(2011) a été utilisée pour le dosage de I’activité enzymatique.

L’activité enzymatique développée par Absidia sp est bien classée en comparaison a d’autres
travaux. En effet, elle est plus importante dans le cas de Chrysosporium tropicum NFCCI
1884 (24.69+2.11 U/ml), Fusarium culmorum GPCK 3204 (22.91+0.86 U/ml) et Alternaria
alternata NFCCI 1878 (20.8+3.69). Par ailleurs, elle est moins importante, comme il est le cas
d’Acremonium chrysogenum NFCCI 1883 (45.11+1.59 U/ml) Scopulariopsis stercoraria
NFCCI 1885 (34.6+3.69 U/ml) (Awasthi et Kushwaha, 2011).

La deuxiéme partie consistant a la détermination des conditions physicochimiques (pH et
température) optimales de I’activité de 1’enzyme produite par la souche Absidia sp, a montré

que le pH optimal se situe a pH8.

Ce résultat est conforme aux études réalisées auparavant par Farag et Hassan, (2004) ; Kim,
(2007) ; Kumar et al. (2008). Il est a noter que généralement les kératinases sont décrites
comme des enzymes alcalines ou neutres avec un optimum de pH compris entre 7,5 et 9.

(Selvam et Vishnupriya, 2012).

Pour I’étude de I’effet de température sur I’activité kératinolytique, la température optimale
est de 50°C, les Kkératinases en provenance d'autres champignons ou bactéries tels que
Trichoderma atroviride. (Weary et Canby, 1969) Doratomyces microsporus (Evans et Hose,
1975) Aspergillus oryzae, (Adinarayan et al., 2003), Bacillus licheniformis (Kumar et al.,

2012) ont également montrées des températures optimales similaires. Par ailleurs, la plupart
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des protéases kératinolytiques ont en général des températures optimales comprises entre 50 °
C et 55 ° C (Ramnani et Gupta, 2004).

Enfin, pour ce qui concerne I’effet de la concentration du glucose sur la production d’enzyme,
les résultats montrent que I’ajout du glucose au milieu de fermentation a un effet inhibiteur
sur la production de la kératinase. Ceci est conforme avec les résultats obtenus par Kim et al.
(2001) Suntornsuk et Suntornsuk. (2003) ; Brandelli. (2007). En outre, I’addition d’une autre
source de carbone a la kératine est décrite comme inhibitrice de la synthese de kératinase,
chose due a la répression du catabolisme (Santos et al., 1996 ; Bernal et al., 2003 ; Thys et al.,
2004).
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6- Conclusion et perspectives

L’industrie des volailles a connu un développement tres considérable ces dernieres années,
générant des millions de tonnes de plumes comme déchets. Ces derniers sont en majeur partie
composé de kératine, une protéine trés résistante est stable, et sont difficiles a dégrader. Par
conséquent, ils sont jetés aux décharges publiques ou incinérés ce qui provoque des
problemes environnementaux. Pour remédier a ce probléeme certaines industries ont mis au
point des procedés d’élimination des déchets en les valorisant par voie microbienne, ce qui
permet de générer des farines de plumes riches en acides aminés qui peuvent étre utilisées
comme aliment pour les animaux et/ou comme engrais d’un cOté et de la kératinase a intérét

pharmaceutique et cosmétique d’un autre cote.

Dans ce contexte, le présent travail a pour principaux objectifs : une contribution a la
valorisation des plumes de volailles comme élément de fermentation fongique pour la
production de kératinase, et 1’étude des conditions physico-chimiques optimale de cette
enzyme. L’¢étude de Dlactivité enzymatique des moisissures isolées a partir d’une culture
submergé a base de farine de plumes a permis de sélectionner une souche fongique
performante développant une activité kératinolytique qui a atteint 28.8 U/ml au bout du 8™
jour. L’identification morphologique et microscopique a permis de constater que cette souche
KB est probablement un Absidia sp. Il est important de signaler qu’en comparaison aux études

de la littérature, la souche KB est considérée performante dans la production de la kératinase.

Au terme de cette ébauche, nous avons jugé utile de se fixer certains points comme

perspectives :

L’identification moléculaire compléte de la moisissure Absidia sp.
L’optimisation de milieu de fermentation.

L’¢tude approfondit de I’enzyme et son mécanisme d’action.

YV V VYV V

L’¢tude de la production de I’enzyme a 1’échelle industrielle, dans les différents

domaines.
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RESUME

Résumé

Le présent travail porte sur une contribution a la valorisation des plumes de volailles par voie
microbiologique, en utilisant des souches fongiques isolées a partir du sol d’une ferme de
poulets ; pour la production de kératinase, une enzyme d’intérét industriel, a savoir :
alimentation animale, industrie pharmaceutique et cosmétique. En effet, 1’étude s’est focalisée
aprés I’isolement des souches fongiques kératinolytiques sur la caractérisation de la
production de kératinase en milieu de fermentation liquide, a 1’échelle laboratoire et les
conditions physico-chimiques optimales de cette enzyme. L’isolement a permis d’obtenir
deux moisissures keratinolytique. L’identification présomptive basée sur 1’étude
macroscopique et microscopique a montré que ces deux isolats appartiennent aux genres
Aspergillus et Absidia. Ces deux souches sont cultivées en milieu submergé ou la seule source
de carbone et de nitrogéne est la farine de plume et la production de 1’enzyme est estimée par
le dosage de I’activité kératinolytique. Les résultats obtenus ont révélé qu’Absidia sp. a donné
une meilleure activité atteignant 28,8 U/ml au bout du huitieme jour de fermentation. L’étude
des optima de pH et de température d’incubation a montré que la kératinase produite par
Absidia sp. a un pH optimum égal a pH8 et une température optimale de 50°C. Enfin 1’étude
de I’effet de différentes concentrations du glucose montre que ce dernier a un effet inhibiteur

sur la production de kératinase.

Mots clés: plume de volailles, valorisation de déchets, Absidia sp, Aspergillus sp,

fermentation, kératinase, activité kératinolytique.



ABSTRACT

Abstract

This work focuses on a contribution to the enhancement of poultry feathers microbiologically,
using fungal strains isolated from soil of a chicken farm; for the production of keratinase, an
enzyme of industrial interest, namely, feed, pharmaceutical and cosmetic industry. Indeed, the
study focused after the isolation of keratinolytic fungal strains on the characterization of
keratinase production in liquid fermentation medium at laboratory scale and optimal
physicochemical conditions of this enzyme. Isolation yielded two keratinolytic molds.
Presumptive identification based on macroscopic and microscopic study showed that these
two isolates belong to the genera Aspergillus and Absidia. Both strains are cultivated in
submerged medium or the sole source of carbon and nitrogen is feather meal and the
production of the enzyme is estimated by assaying the keratinolytic activity. The results
obtained revealed that 'Absidia sp. gave better activity reached 28.8 U / ml after the eighth
day of fermentation. Study of optimum pH and temperature of incubation showed that the
Absidia sp keratinase produced have a pH optimum pH 8 and a temperature optimum of 50 °
C. Finally, the study of the effect of different concentrations of glucose shows that it has an

inhibitory effect on the production of keratinase.

Keywords: chicken feather, recovery of waste, Absidia sp, Aspergillus sp, fermentation,
keratinase, keratinolytic activity.
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ANNEXES

ANNEXES

ANNEXE 01 : milieu d’isolement (Anitha et Palanivelu, 2012).
Na,HPO,: 0.4g

NaH,PO,: 0.3g

NaCl : 5¢g

Farine de plume : 10g

Agar : 15¢

Eau distillé : 2000ml

Le pH du milieu est ajusté a pH 6.

ANNEXEO02 : milieu de Sabouraud (Botton et al., 1990).
Peptone : 10g

Glucose : 409

Agar : 15¢

pH: 5.5

ANNEXE 03 : milieu CYA (Parks, 1997).
NaNOs : 3¢

MgSO4, 7H,0 : 0.5g

KCI : 0.5g

FrSO4 7H,0 : 0.01

K>HPO, : 1g

Saccharose : 30g

Agar : 15¢

Extrait de levure : 59



ANNEXES

ANNEXE 04 : milieu de fermentation a base de la farine de plume
(Marcondes et al., 2007)

MgS04:0.5¢g
K2HP04: 1.0 g
KH2P04 : 0.469g
Farine de plume : 10g
Eau distillé : 2000ml

pH finale : 6
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Theme : Contribution a la valorisation de plumes de volaille

comme élement de milieu de fermentation fongique.

Résumé

Le présent travail porte sur une contribution a la valorisation des plumes de volailles par
voie microbiologique, en utilisant des souches fongiques isolées a partir du sol d’une ferme
de poulets ; pour la production de kératinase, une enzyme d’intérét industriel, a savoir :
alimentation animale, industrie pharmaceutique et cosmétique. En effet, 1’étude s’est
focalisée apres 1’isolement des souches fongiques kératinolytiques sur la caractérisation de la
production de kératinase en milieu de fermentation liquide, a I’échelle laboratoire et les
conditions physico-chimiques optimales de cette enzyme. L’isolement a permis d’obtenir
deux moisissures kératinolytique. L’identification présomptive basée sur 1’étude
macroscopique et microscopique a montré que ces deux isolats appartiennent aux genres
Aspergillus et Absidia. Ces deux souches sont cultivées en milieu submergé ou la seule
source de carbone et de nitrogene est la farine de plume. La production de I’enzyme est
estimée par le dosage de I’activité kératinolytique. Les résultats obtenus ont réveélé
qu’Absidia sp. a donné une meilleure activité atteignant 28,8 U/ml au bout du huitiéme jour
de fermentation. L’étude des optima de pH et de température d’incubation a montré que la
kératinase produite par Absidia sp a un pH optimum égal a pH8 et une température optimale
de 50°C. Enfin I’étude de I’effet de différentes concentrations du glucose montre que ce

dernier a un effet inhibiteur sur la production de kératinase.

Mots clés: plumes de volaille, valorisation des dechets, fermentation, Absidia sp,

Aspergillus sp, kératinase, activité kératinolytique.
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