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Introduction

Introduction

Jusqu'au début des années 1970, on a considéré que les plantes et les animaux étaient les
meilleures sources d’enzymes. Cependant, différents microorganismes ont été intensivement
utilisés pour la biosynthése des enzymes hydrolytiques (Fogarty et Kelly, 1980 ; Nigam et
Singh, 1995).

Parmi ces microorganismes, les moisissures disposent de possibilité d’applications
biotechnologiques trés étendues par leur capacité a conquérir des substrats naturels grace a une
dissémination efficace, une croissance rapide et un arsenal enzymatique tres développeé (Leveau
et Bouix, 1993).

Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique (Botton et al., 1990).
Appartenant aux enzymes de la famille des hydrolases telles que, I’a-amylase, la cellulase, la
protéase, la pectinase, la lipase sont parmi les plus importantes enzymes a 1’échelle industrielle,

ce qui les rendent I’un des outils-clés des biotechnologies (Leghlimi H,2013).

L’industrie exige 1’emploi d’enzymes thermostables qui ont la capacité de supporter des
températures élevées. Pour répondre a cette exigence, I’isolement des moisissures de régions
chaudes ou zones thermales peut constituer une alternative intéressante permettant d’obtenir
des souches productrices de ce type d’enzymes. En effet, plusieurs études ont été réalisées dans
ce sens afin de sélectionner des souches révélant une potentialité intéressante (Bouchet et al.,
1999).

Le présent travail se résume en trois étapes :

- La premiere étape consiste a isoler des souches fongiques a partir de deux milieux extrémes
(sol proche des sources thermales : Hammam Abdellah (Bouhamma —Mila) et Hammam Beni
Guecha (Ferdjioua_ Mila).

- La deuxiéme étape est I’identification des différentes souches isolées.

- La troisieme étape est la mise en évidence de la production de Six enzymes (Protéase,
Amylase, Cellulase, Pectinase, Lipase et Estérase) par ces souches préalablement isolées et
identifiées.
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Chapitre 01 : Les moisissures

1. Généralités

Les moisissures sont des champignons filamenteux uni ou multicellulaires (Guiraud
1998). Ces microorganismes sont largement répandus dans la nature et peuvent étre observes a
divers endroit (atmosphére, sol, eau, vegétaux et déchets organiques etc.). Et tout
particulierement sur les denrées alimentaires entreposees stockées depuis un certain temps (pain
rassis fromage ou fruit) (Tabuc 2007 ; Berthier et al., 2002).

Le terme de moisissure na pas réellement de signification systématique et ne représente
pas un groupe botanue bien défini. Il désigne I’ensemble des champignons microscopiques qui
ont de I’importance dans 1’industric humaine et dans 1’environnement d’acon bénéfique ou

néfaste (Leyral et Vierling 2001).

2. Structure des moisissures

Les moisissures (micromycetes) ne correspondent pas a un groupe systématique homogene
mais se situent dans diverse familles de champignons microscopique. Leur structure de base est
le thalle filamenteux qui constituent I’appareil végétatif de ces microorganismes. Il a la forme
mycélium constituée d’un amas de filament enchevétrés et ramifiés dans tous les sens lors de
la croissance appelé hyphe (Bourgeois et al.,1996). Ces derniers peuvent étre non cloisonnes
(hyphe cénocytique) dans le cas des phycomycétes ou cloisonnés (hyphe septé) chez les
septomycetes (Leyral et vierling 2001) (Figure :01)

(a) ©

/

—
c —_— = J
(b) Q Noyau 5 Septun

_ }fcﬂ%

Figure 01 : a) hyphe cénocytique, b) hyphe cloisonnés (prescott et al., 2007)

Le developpement des champignons se fait par croissance a des structures plus
spécialisées qui produisent des spores asexuées (conidies) ou plus rarement des spores sexuées
(Kendrick, 1999).



Chapitre 01 : Les moisissures

Les cellules de moisissure sont tubulaires formant des filaments. La composition chimique
globale est voisine de celle des bactéries (Guiraud,1998). La paroi cellulaire responsable de la
forme et riche en cellulose ou en chitine selon le groupe. Le cytoplasme limité par une
membrane cytoplasmique contient des ribosomes des mitochondries un réticulum
endoplasmique un appareil de Golgi, des lysosomes, des peroxysomes, des vacuoles etc.) et un

ou plusieurs noyaux (Guiraud,1998)

o |
o~ _,_}
m’% i

Helminthosporium

Figure 02 : Structures de quelques moisissures (Dendouga, 2006)

3. Classification des moisissures

La classification fait essentiellement appel aux caractéres morphologiques et au mode de
reproduction pour définir les grandes classes de moisissures (Heritage et al., 1996 ;Leveau et
Bouix 1993). On différencie ainsi quatre subdivisions selon les modalités de reproduction
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sexuées les Mastigomycotina (Chytridiomycotina) les Zygomycotina, les Basidiomycotina et

les Ascomycotina.

En outre lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, la subdivision est appelée
Deuteromycotina (Heritage et al 1996 ; Leveau Bouix 1993). Les Deuteromcotina ne sont pas
une division véritable mais un groupe dans lequel sont réunis les especes qui n’ont pas de
reproduction sexuée ou que 1’on ne connait pas encore. Le tri est en cours et les organismes qui
y sont classeés trouvent peu a peu leur place chez les Basidiomycotina et les Ascomycotina
(Figure 03). (Branger et al 2007).

Protozoaires ‘ Chytridiomycetes

Plantes ‘ Ascomycetes

Eucaryotes Mycetes Deutéromycetes

Animaux Basidiomycetes |

monde vivant
Chromistes Zygomycetes

Eubactéries
Procaryotes

Archaebactéries

Figure 03 : Classification des Mycétes (moisissures) dans le monde vivant (Blackwwell
etal., 2012).

4. Conditions de développement des moisissures

4.1. Facteurs nutritionnels

4.1.1. Besoin en carbone

Les moisissures utilisent des substances organiques comme sources de carbone et partie de
carbone de I’environnement est de sous forme de polymeres complexes tels que la cellulose la

chitine et la lignine. Ces polymeéres doivent étre hydrolysés par des enzymes hydrolytiques
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libérées par les moisissures pour avoir une forme soluble et diffusible (la paroi cellulaire rigide
empéche I’endocytose) (Nicklin et al., 2000).

4.1.2. Besoin en azote

Les moisissures ne peuvent pas fixer I’azote gazeux (Hritage et al., 1996). Cependant la
plupart des espéces peuvent assimiler facilement aussi bien 1’azote ammoniacal que I’azote
nitrique. Certaines sources d’azote organique peuvent aussi étre utilisees sous forme d’acide
aminés par absorption directe a travers la membrane (Davet et Rouel 1997). Les peptides et les
protéines ne sont utilisable qu’aprés leur dégradation par des protéases fongiques en acides
aminés absorbables (Nicklinet et al., 2000 ; Heritage et al.,1996)

4.1.3. Besoin en élément minéraux

Les moisissures ont un requis spécifique en élément traces tels que le soufre le phosphore le
magnésium le fer, le cuivre, le manganese, le zinc, le molybdene, le potassium, le sodium et le

calcium qui sont convertis en divers composes apres réduction.

Ces traces d’éléments sont nécessaires a la plupart des espéces fongiques pour la production

des cytochromes, des pigment, d’acides organiques etc. (Boiron et al, 1996).

4.1.4. Besoin en vitamines et facteurs de croissance

Beaucoup de moisissures exigent diverses vitamines pour leur croissance a de trés faibles
concentrations. Les besoins les plus communs concernent la thiamine et la biotine intervenante

comme coenzyme lors des réactions de carboxylation.

Les facteurs des croissances sont des facteurs indispensables a la nutrition et a la croissance
de certains microorganismes tels que les stérols, les acides gras, les purines et les pyrimidines
nécessaires en quantité relativement importante. A titre exemple les stérols jouent un réle
majeur dans la composition des membranes fongiques et leur perméabilité (Boiron et al.,
1996).

4.1.5. Teneur en eau du substrat

La teneur en eau du substrat est un facteur déterminant le développement des moisissures
I’activité de 1’eau exprime la teneur en eau libre du substrat et qui est disponible pour la
croissance des moisissures. Si elle est maintenue en dessous de 0.65 aucun développement

fongique ne sera observé (Roquebert, 1984).
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4.2. Facteurs environnementaux

4.2.1. Température

La végétation maximale des moisissures est produite entre 20 et 30°C mais la plupart des
moisissures tolerent généralement une température de 5 a 40 °C elles sont dites donc
mésophiles.

Les espéces psychrotolérantes sont capables de se développera des températures basses et
méme négative. Les espéces de moisissures incapables de pousser au-dessus de 20 °C sont dites

psychrophiles.

Les especes thermotolérantes poussent a des températures allant jusqu’a 55°C. Celles qui ne
poussent pas au moins de 20°C sont dites thermophiles (Leyral et al., 2001 ; Nicklin et al.,
2000, Boiron 1996).

4.2.2. pH

Les moisissures peuvent se développer dans une large gamme de pH allant de 4.5 a 8
(Larpent —g et al. ,1992).

Toute fois les variations de pH peuvent influencer la croissance fongique soit
indirectement par action sur la membrane cellulaire séchant que la plupart des moisissures

peuvent ajustent le pH du milieu a leur convenance (Boiron, 1999).

4.2.3. Oxygeéne

La quantité d’oxygéne mise a la disposition des moisissures est un facteur important de
développement. La plupart sont aérobies les plus exigeantes vivent dans les régions
périphériques des substrats les moins exigeantes peuvent se développer en profondeur comme
Fusarium oxysporum et Aspergillus fumugatus. Certaines peuvent méme supporter une

anaérobiose trés stricte comme Neocallimasti (Bourgoise et al., 1989, Botton et al.,1990).

4.2.4. Lumiére

Peut influencer favorablement ou défavorablement la croissance et la sporulation de certaines
moisissures mais la plupart d’entre elles se développent aussi bien & la lumiére que a I’obscurité
(Leveau et bouix 1993).
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Toutefois Boiron (199) signale que la lumiére influence la croissance de certaines
moisissures soit par destruction photochimique de constituant de milieu soit en agissent
directement sur le métabolisme fongique (induction de biosynthése de pigment caroténoides de

Fusarium agaueductum).

4.2.5. Humidité

Les mycétes ont besoin de 1’ecau pour extraire les nutriments et sont donc restreints a des
environnements assez humides comme les tissus d’un hote, les sols et leur substances humides
(Nicklin et al., 2000).

4.2.6. Dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est un élément nécessaire intervenant dans I’importante réaction
métabolique des moisissures. Cependant certaines especes sont intoxiquées par des
concentrations élevées de dioxyde de carbone alors que d’autre ne peuvent se développer en

présence d’une forte concentration de cet élément (Boiron ,1996).

5. Reproduction des moisissures

5.1. Reproduction sexuee

Ce type de reproduction permet la recombinaison des caracteres héréditaires. Les cellules
jouant le r6le de gameétes se forment a partir des hyphes déja différenciés. La cellule résultant
de la fécondation des gamétes subit des transformations plus ou moins importantes pour donner
une spore (Leyral et al.,, 2001 ; Guiraud, 1998). Les champignons issus de ce type de

reproduction sont dits téléomorphes ou parfait (Cahagnier et al., 1998)

5.2. Reproduction asexuée

Certaines moisissures sont le plus souvent ou exclusivement rencontrées a des stades de
multiplication asexuée par I’intermédiaire de spores ou de conidies. Ces champignons sont dits
Anamorphes ou imparfaits et sont alors classés dans la cinquiéme subdivision les

Deuteromycotina (Blackwell et al., 2012).

Les spores d’origine vegétative résultent d’une simple mitose elles assurent la reproduction
et la dissémination de I’espéce chez les Deuteromucotina (appelés également champignons

mitosporiques ou conidies) (Prescott et al., 2007 ; Leyral et al.,2001 ; Guiraud 1998).
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Lorsque les deux formes de reproduction coexistent les champignons sont dits

holomorphes.

6. Intérét industriel des moisissures

Les moisissures jouent un role primordial dans divers domaines d’applications ; elles sont
utilisées dans les industries alimentaires, chimiques, la biolixiviation et la biotransformation,
etc. Cependant I’industrie n’exploite commercialement qu’un petit nombre de métabolites de
quelques espéces seulement (Boiron et al. ,1996). Leur intérét économique repose sur leur
activité biologique dans la production d’une grande diversité de molécules produites au cours
des métabolismes primaires et secondaires, exploitées en particulier par 1’industrie

pharmaceutique et en médecine (Larpend-g et al., 1992).

6.1. Production des enzymes par les moisissures

Le tableau 01 ci-dessous regroupe quelques enzymes industrielles produites par quelques

moisissures :
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Tableau 01 : Exemples d’enzymes produites par les moisissures.

(z-amylase)

Enzymes Espéces Références
Aspergillus oryzae {Garcia-Gomez et al., 2009).
Protéase tspereilius terr .
Aspergillus terreus (Wu et al., 2006).
Aspergillus clavatus EST (Hajji et ai., 2007).
Mucor circinelloides (Sathya et al., 2009).
Conidiobofuscoronatus (Laxman et al., 2005).
Penicillium sp. (Germano et af., 2003).
Bawveriafelina (Agrawal et al., 2005).
Aspergillus oryzae (Agger et al.,, 1998).
Amylase

Aspergillus niger

(Botton ef al, 1990:; Akbache et
Bariout, 2007).

Aspergillus flavus
Aspergillus sojae

{Aidoo ef al, 1981 ; Khoo, 1994).

Rhizopusoryzae

(Lucio et al., 1996 ; Cuveillier, 1999 ;
Akbache et Bariout, 2007).

Penicillium griseoroseum

(Ray, 2001).

Penicillivm fellutanum
Penicillivm chrysogenum

(Kathiresan et Mannivanan, 2006 ;
Ertan et Balkan, 2007).

Alternariaalternaia

{Lateef ef al., 2004).

Cellulase

Neocallimastixfromealis
Sphaeromonascommunis,
Piromonascommmunis,
Chytridomycetes
Trichodermaviridae,

(Béguin et Aubert, 1992).

7. Les moisissures thermophiles

La relation des organismes vivants a la température a longtemps été considérée en
biologie comme un élément de base de classification. La température joue un rdle majeur dans

la croissance, la reproduction et la survie des microorganismes « Champignons ».

Quatre groupes majeurs sont définis selon les températures optimales de croissance : les

psychrophiles qui ont une Topt de croissance basse, les mésophiles ayant une Topt moyenne,
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les thermophiles ayant une Température élevée (Tableau : 02) et les hyperthermophiles ayant

une Topt trés élevée.

Figure 04 : image représente des sources thermales

Tableau 02 : Différents types de champignons et leurs besoins de température (Cooney et
Emerson, 1964).

La température de croissance (°C)
Les catégories de champignons

Minimal Maximal
Les champignons thermophiles | 20 62
Les champignons mésophiles 20 45
Les champignons psychrophiles | 10 15

Les organismes thermophiles (du grec thermé, chaleur et philein, aimer) sont des
organismes ayant besoin d'une température élevée pour se développer. Plusieurs définitions ont
été proposées pour définir le thermophile. La plus reconnue est celle qui a €té proposée par
Thomas Brock, le microbiologiste a l'origine de la découverte des micro-organismes
thermophiles. Selon cette définition, « un thermophile est un étre vivant dont la température
optimale de croissance se situe au-dessus de 60 °C ». Une définition plus pratique et plus large
a été proposée par Karl Stetter et qualifie d'organismes thermophiles, tous les étres vivants se
développant a des températures supérieures a 45 °C. Cette derniére définition est intéressante
car elle définit deux sous catégories au sein des thermophiles :

e Lesthermophiles dont la température de croissance se situe au-dela de 45 °C ;

10
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e Les hyper-thermophiles dont la Topt de croissance est au-dela de 80 °C (Madigan et
Martinko, 2007 ; Alain et al., 2011)

8. Tolérance des moisissures a la haute température

Parmi les organismes eucaryotes, seulement quelques especes de champignons peuvent se
développer a des températures situées entre 45 °C et 55 °C (Cooney et al., 1964). En effet, les
champignons « moisissures » thermophiles ont une température de croissance minimale
inférieure a 20°C et maximale supérieure a 50 °C (Brock, 1995 ; Blochl et al., 1997 ;
Maheshwari et al., 2000).

Par ailleurs, Tansey et Brock (1978) ont repertorié 30 especes fongiques croit a des
températures élevées modérément (60°C a 62°C). En outre, la majorité de moisissures
thermophiles appartiennent aux Zygomyceétes ( Rhizomucormiehi, R.pussillus), Ascomycetes
(Chaetomium  thermophile,  Thermoascusaurantiacus,  Dactylomyces thermophilus,
Melanocarpusalbomyces, Talaromyces thermophilus, T. emersonii, Thielaviaterresteris),
Basidiomycetes (Phanerochaetchrysosporium) et Hyphomycetes (Acremoniumalmbamensis,
A thermophilum, Myceliophtorathermophila, Thermomyceslaginosus,
Seytalidiumthermophilum, Malbrancheacimnamonea) (Tensey et Brock, 1978; Mouchacca,
1997; 1999).

9. Adaptation physiologique a la thermophile :

Les moisissures thermophiles peuvent vivre a des températures élevées grace a de nombreux

mécanismes adaptatifs, notamment:
% Les protéines résistantes a la chaleur fonctionnent de maniére optimale a des
températures élevées car chaque protéine adopte sa propre stratégie adaptative.

% Les proteines se replient de maniere compacte en modifiant I'ordre des acides aminés.

% Nombre accru de grands résidus hydrophobes et les liaisons disulfure.

¢+ Diminution du nombre de cavités internes de la protéine.

% Augmentation du nombre de ponts ioniques qui contribuent au maintien de I'assemblage
et a la résistance a la déformation.

%+ La présence de protéines d'accompagnement qui améliorent la stabilité thermique.

¢ lls ont une structure distinctive et plus robuste qui lui permet de rester stable et pratique

a haute tempeérature (Karine Alain et al., 2011).
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1. Définition

Les enzymes sont des macromolécules protéiques et des catalyseurs biologiques, sont
capable d’accéleres les réactions chimiques spécifiques qui sont retrouvées dans leur état
initiale a I’issus de la réaction catalysée. Les enzymes fonctionnées comme « machines - outils

» du métabolisme cellulaire, sont variées selon I’organisme mais présentés et disponible dans

toutes les cellules.

Les enzymes jouent un rble essentiel a la dégradation des nutriments pour fournir  1I’énergie

pour alimenter la motilité cellulaire, (Peter K ,2015).

2. La nomenclature et la classification des enzymes

Selon la proposition fait par Emile Duclaux 1898 d’ajout le suffixe « ase » au substrat, cette
nomenclature st insuffisante utilisée sauf dans les laboratoires avec le temps et le
développement des recherche biologique, elle définit par la commission d’enzyme EC
(Enzyme Commission) de 1’Union Internationale de Biochimie et de biologie moléculaire
(Demain L et al., 2000), dans laquelle chaque enzyme porte un nom unique et numéro de code
identifie le type de réaction catalysée et le substrat concernée (Peter K, 2015), donc a cette
découverte I’enzyme devisées en six groupes qui sont représentés dans le (Tableau 03 ) suivant
(Peter K, 2015 ; Aksas K, 2016 )

Tableau 03 : Les différentes classes d’enzymes

Nom
Code

Classe

d’enzyme

Profile de la réaction

EC1

Oxydoréductase

Les enzymes catalysées, les réactions d’oxydation /réductions sont
impliquées dans le transfert d’électrons d’une molécule a une autre et
avoir élimination de 1’hydrogéne de tel substrat, les enzymes de cette
classe conduit les réactions déshydrogénases comme : laccases,

peroxydases. Impliqués dans les processus biologiques.

EC?2

Transférases

Catalyse le transfert de groupe de certains groupes de donneur a
I’accepteur, telle que groupe méthyle, groupe glycolyse et groupe aminé,
des fois le donneur est un cofacteur, permet les transférases :

transaminases, phosphatases, glucokinase
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EC3

Hydrolases

Cette classe d’enzyme hydrolyse ou clivage d’une molécule et fixent les
radicaux H et OH de I’eau sur valences libres, les enzymes assurent le
clivage des liaisons peptidiques dans les protéines, liaisons
glycosidiques dans les carbohydrates, les ester, les liaisons d’acide
anhydride, donc les grosses molécules réduit en faibles poids, exemple :

lipases, peptidase, estérases et amylases

EC4

Lyase

Ces enzymes sont clivées les liaisons C-C, C-O, C-N, les formations
doubles liaisons. Example décarboxylase éliminer le CO2 aldolase
éliminer I’aldéhyde, dehydratase éliminer I’eau, tryptophane éliminer le
synthase.

ECS

Isomérases

Les enzymes de cette classe catalysent le transfert de groupe d’une
position & une autre de la méme molécule (intermoléculaire), donc ces
enzymes modifient la structure d’un substrat ou I’réarrangement et les
positions, les plus connus 1’épimerases, isomérases, tautomérases,

mutases, cis-trans-isomérase, racémases

EC6

Ligases

Les enzymes ligases sont relient les molécules avec des liaisons
covalentes, et la formation des liaisons C-O, C-C et C-N, cette classe
couplées a d’hydrolyse diphosphates ou triphosphates comme ATP,

cofacteurs formes d’énergies, exemple : Glutamine synthétase

EC7

Translocase

Eté confirmé en 2018, ces enzymes catalysent le transfert d’ions ou des
molécules aux membranes cellulaires ou leur séparation a 1’intérieure
des membranes. Que désignée un transfert du “’coté 17 ’vers le “’coté 2
. Sont des systémes de sécrétion le plus courant chez les bactéries

Gram positives

3. Origine des enzymes industrielles

Les enzymes industrielles peuvent avoir plusieurs origines dont les végétaux, les animaux et
les microorganismes (Scriban, 1993 ; Amaud et al., 1993 ; Rao et al., 1998 ; Meunier, 1999).

Les microorganismes constituent la principale source d’enzymes industrielles : 50%

proviennent des champignons et des levures, 35% des bactéries, alors que 15% sont d’origine

végétale ou animale (Barnabé et al., 2003). L’extraction a partir des plantes et des animaux est
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cependant limitée par de nombreux parametres difficiles a contréler. Les principaux avantages

des enzymes d’origine microbienne sont les suivants :
- Une production indépendante des contraintes saisonnieres et géographiques ;
- Une possibilité d’utilisation de matiéres premieres bon marché ;

- Des rendements de production pouvant étre augmentés de fagon importante par 1’amélioration
des souches microbiennes par génie génétique et 1’optimisation des conditions de production
(Amaud et al., 1993 ; Scriban, 1993).

Les enzymes produites par les thermophiles et les hyperthermophiles (bactéries,
champignons) sont habituellement thermostables, c’est-a-dire qu’elles sont résistantes a
I’inactivation irréversible a des températures élevées. On les appelle thermozymes ou
thermoenzymes (L. et al., 2005). Les enzymes produites par les mésophiles sont, quant a elles,
connues sous le nom de mésozymes. Ces dernieres ne sont souvent pas appropriées pour
certains procédés industriels qui requierent des conditions réactionnelles parfois rudes et
particuliéres (température, pH, présence de solvants). Les thermozymes possédent des
avantages biotechnologiques par rapport aux mésozymes. Elles sont plus résistantes que les
mésozymes a la dénaturation thermique et chimique (Zrikus et al., 1998). Elles sont plus faciles
a purifier par traitement a la chaleur (Li et al., 2005). En raison de leur thermo stabilité, les
réactions catalysées par des thermozymes sont moins susceptibles d’étre contaminées par des
microorganismes et ont souvent des taux réactionnels plus élevés que les mémes réactions
catalysées par des mésozymes. Ainsi que, le fait d’opérer des procédés a des températures
élevées entraine une diminution de la viscosité du milieu réactionnel en plus d’augmenter la

solubilité des substrats (Bruins et al., 2001).

Parmi les enzymes actives a des températures élevées d’intérét industriel, les protéases, les

lipases, les estérases, les pectinases et d’autres hydrolases comme les cellulases et les amylases.
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4. Enzymes importantes a I’échelle industrielle

4.1. Les protéases

4.1.1. Définition

Les enzymes proteolytiques ou les protéases sont des enzymes qui catalysent 1’hydrolyse
des protéines, en scindant la liaison peptidique qui relie deux acides aminés dans une chaine
peptidique (Benedykt et Katarzyana, 2008 ; Mukherjee et al., 2008 ; Reddy et al., 2008).

Les protéases sont classées en deux groupes, les protéases extracellulaires et les
intracellulaires. Les protéases intracellulaires sont importantes pour une variété de processus
cellulaires et métaboliques. Les protéases extracellulaires sont importantes pour 1’hydrolyse des

protéines dans I'environnement extérieur de la cellule (Kalisz, 1988).

Ces derniéres sont plus intéressantes a utiliser en industrie, car elles ne nécessitent pas
d’étape de lyse cellulaire pour en faire I'extraction. Une centrifugation suffit pour les séparer
des cellules (Rao et al., 1998). Elles se différencient également selon leur mode d’action en
deux groupes, les endopeptidases et les exopeptidases. Les exopeptidases agissent seulement
sur les liaisons peptidiques proches des extrémités de la chaine peptidique. Par contre, les
endopeptidases sont caractérisées par leur action spécifique a I’intérieur de la chaine peptidique
(Rao et al., 1998).

4.1.2. Les protéases d’origine microbienne

Les enzymes protéolytiques sont omniprésentes dans tous les organismes vivants vue leur
réle essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation (Gupta et al., 2002 ;
Sandhya et al., 2005). Cependant, la majorité des protéases commercialisées sont d’origine
microbienne, elles peuvent étre produites par les moisissures, les levures et les bactéries
(Tableau 5) car ces enzymes sont plus stables vis-a-vis de la température, du pH et de certains
détergents par rapport aux protéases d’origine animale ou végétale (Beg et al., 2002 ;
Nascimento et Martins, 2004). Beaucoup de travaux de recherche se sont intéressés a la

production de protéases a partir de moisissures (Belmessikh, 2012 ; Benkahoul, 2017).
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Tableau 04 : Exemples des protéases microbiennes (Belmessikh et al., 2011).

Sources Espéces

Moisissures Aspergillus oryzae

Mucor circinelloides Conidiobolus
coronatus Penicillium sp.

Aspergillus terreus
Bauveria felina
Aspergillus clavatus ES1

Levures Aureobasidium pullulans Candida

lvpolytica

Bactéries Bacillus licheniformis Bacillus

amyloliquefaciens Bacillus subtilis

Bacillus sp. Virgibacillus sp. SK33
Synergistes sp

Actinomycétes Streptomyces sp.

Nocardiopsis alkaliphila sp

Références

Garcia-Gomez et al., 2009 Sathya et al.,
2009 Laxman et al_, 2005 Germano et
al., 2003 Wu et al., 2006 Agrawal et al_,
2005 Hajji et al., 2007

Chi et al., 2007 Tobe et al., 1976

Ferrero et al., 1996 George et al,, 1995
Soares et al., 2005 Patel et af., 2005
Sinsuwan et al., 2008 Kumar et al.,

2008)

Mehta et al., 2006 Hozzein et al., 2004

4.1.3. Applications industrielles des protéases

Les protéases sont les plus employées par rapport aux autres enzymes utilisées en
biotechnologie (Antranikian, 2009), elles sont trés recherchées dans la bio-industrie et 1’agro-
alimentaire. Elles représentent environ 65% (50 et 60 milliards d’euros par an) des ventes
d’enzymes industrielles dans le marché mondial (Sahoo et al., 2012). Elles sont utilisées
comme additives dans : les détergents de blanchisserie, la transformation des produits
alimentaires, I’industrie pharmaceutique, la tannerie et dans la gestion des déchets (Tableau 05)
(Amoozegar et al., 2007 ; Karbalaei-Heidari et al., 2009).
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Tableau 05 : Quelques protéases fongiques et leurs applications industrielles.

Genre Espéce

Aspergillus  niger

oryzae

melleus

candidus
flavus
saitoi
parasiticus
sojae

Endothia parasitica

Fusarium  culmorum

Geotrichum  candidum

bacilliformis
miehei
pusillus

Mucor

Penicillium  camenberti
expansum
requeforti

tanthinellum

4.2. Les amylases

4.2.1. Définition

Type d’enzyme

p.ac
p.ac, p.net pal

pal

/
I
p.ac
p.al
pal

p.ac

p.ac

pal

p.n

p.ac

p.ac, p.net pal

p.ac p.ac, p.net

p.al

p.ac

Applications industrielles

aide digestive, préparation
des souces de soja et
panification attendrissage
des viandes, aide digestive,
détergents, brasserie
détergents pour lessives

/
clinique

Affinage des fromages
détergents pour lessives
préparation des souces de
soja

Coagulation du lait et
I"affinage des fromages

Médicale (phytopathologie)
Hydrolyse des protéines
céréales

Affinage des fromages

Coagulation du lait

Industrie laitiére (affinage
des fromages et la
coagulation du lait)

Références

Jerneje et Cimerman(2001).
Rugsaseel et al., (1995).
Davidson et al., (1975).
Haussnert et al, (1996).
Dahot (1987) Jernejc et
Cimerman (2001)

Il
Dahot, 1987
Botton et al., (1990)

Durand et Monson (1982)

Urbanek et Yirdaw (1984)
Pekkarinen et al,, (2002)

Boiron (1996)

Fernandez-Lahore et al.,
(1998)

Durand et Monson (1982)

Auberger et al., (1985)
Dahot(1987); Dai et al.,
(2004).Modler et al.,
(1974).Sodek et Hofmann
(1970)

L’amylase est une enzyme hydrolysant I'amidon (Ross, 1976). Elle est constituée d’une

a amylase et d’une B-amylase (Thoma et al., 1971). 1l est bien établi que les a-amylases

sont synthétisées par les plantes, les animaux et les micro-organismes, tandis que, les -

amylases sont principalement synthétisées par les plantes (Pazur, 1965 ; Thoma et al.,

1971). Plusieurs autres enzymes sont induites en présence de I'amidon, mais ce sont les a-
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amylases qui degradent l'amidon en glucose et/ou oligosaccharides, alors que les B-

amylases obtiennent du maltose (Thoma et al., 1971).

Les amylases sont classées en deux catégories, endoamylases et exoamylases. Les
endoamylases catalysent 1'hydrolyse a I’intéricur de la molécule d’amidon d'une maniere
aléatoire. Cette action provoque la formation d’oligosaccharides linéaires et ramifiés de
diverses longueurs de chaine. Les exoamylases hydrolysent I'extrémité non réductrice, pour

donner successivement des produits finaux plus courts (Gupta et al., 2003).

4.2.2. L’a-amylases d’origine microbienne

Les amylases proviennent de différentes sources (plantes, animaux et microorganismes).
Aux cours de la derniére décennie. Des recherches considérables ont été entreprises avec 1'a
amylase extracellulaire étant produite par une grande variété de micro-organismes (Lonsane et
al., 1990).

L’avantage majeur de 1’utilisation des microorganismes pour la production des amylases
est la capacité de produire a grande échelle ainsi que, la facilité de manipulation pour obtenir

des enzymes avec des caractéristiques souhaitées (Lonsane et al., 1990).

Les principaux microorganismes producteurs de 1’a-amylases sont consignés dans le (Tableau
06)
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Tableau 06 : Les principaux microorganismes producteurs de 1I’a-amylases.

Microorganismes Espéces Références
Penicillium fellutanam Kathiresan et Mannivanan (2006); Ertan et
Balkan (2007).
Moisissures Penicillium chrysogenum
Rhizopus oryzae Akbache et Bariout (2007); Mama (2009);

Acouréne et Ammouche (2011).
Aspergillus niger

Alternaria Alternata Lateef et al, (2004).
Candida guilliermondii Akbache et Bariout (2007); Mama (2009);
Acouréne et Ammouche (2011).
Levures
Candida tropicalis Tamura (1993).
Saccharomyces cerevisae
Bacillus licheniformis Lies et al., (2000).
Bacillus subrilis
Bactérie Lanugilnosus thermomyces

Lactobacillus casie

Bacillus amyloliquefaciens

4.2.3. Applications industrielles des a-amylases

Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en biotechnologie (Gupta et al.,
2003). Elles représentent environ 25 a 33% du marché mondial des enzymes (Saxena et al.,
2008).

L’a amylase microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisés dans les procédes
industriels. En effet, les amylases possedent une gamme étendue d’applications tels que les
industries de la saccharification d’amidon, le textile, les aliments, la boulangerie, le brassage et
la distillation (Gupta et al., 2003). En raison de I’importance industrielle de cette enzyme, un
intérét est porté a I’isolement de nouvelles amylases appropriées a des applications industrielles
nouvelles (Burhan et al., 2003). (Tableau 07)
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Tableau 07 : Applications industrielles de L’a. amylase

Industries

Glucoserie

Sucrerie

Biscuiterie et
panification

Industrie textile

Applications

Solubilisation de I'amidon, accompagnée d’une chute importante de
la viscosité (liquefaction).

Réduction de la wviscosité des sirops de cannes a sucre en
hydrolysant les contaminants amylacés pour réussir le processus
de cnstallisation

Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la
péte, ainsi que le volume de la mie et la coloration de la croute.

Le désencollage textile, qui permet d’éliminer la colle d’amidon
qui enduit les fibres et les protége au cours du tissage.

Référence

Sicard, (1983)

Papeterie Liquéfaction de I’amidon pour préparer des sauces de couchage,
permettant d’élimimer les irrégularités superficielles de la
feulle.
Détergents Dégradation des taches 4 base d’amidon. Les oligosaccharides Igarashi et al,
et les dextrines libérés de I'action hydrolyvtique sont solubles, (1998)
: t, la tache est physi t de ce.
par conséquent, la tache est physiguement découpée Nielsen ot
Borchet,
(2000).
Industrie -Agent anti-inflammatoire. Nielsen et
i . ) Borchet,
Lt L -Un aide digestif (contre les dyspepsies et les fermentations
Intestinales). (2000).
4.3. Cellulase

4.3.1. Définition

Les cellulases [1,4-(1,3 ; 1,4) -B-D-Glucanohydrolase] se rapportent a un groupe
d'enzymes qui, agissant ensemble, hydrolysent la cellulose en sucres simples (Kader et
al.,1999 ; Korish, 2003). Elle est I’une des principaux membres de la famille des glycosides
hydrolases. C’est un systeme enzymatique complexe, composé de trois types principaux
d’enzymes : Endo  (1-4) -glucanase ou endocellulase (EC 3.2.1.4), Exo B (1-4) - glucanase
ou cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91), B (1-4) -glucosidase ou cellobiase (EC 3.2.1.21) (Xu,
et al., 2002).

A. Endo-cellulase (EC 3.2.1.4) : Elle casse les liaisons internes pour perturber la structure

cristalline de la cellulose et pour exposer différentes chaines de polysaccharide de

20



Chapitre 02 : Les enzymes

cellulose, en diminuant rapidement le degré de polymérisation du substrat. Les
endoglucanases coupent la cellulose aléatoirement au niveau des zones amorphes de la

cellulose, générant de nouvelles extrémités de chaines. (Xu et al., 2000).

B. L’exoglucanase (EC 3.2.1.91) : Elle attaque les liaisons B (1-4) glycosidiques des
chaines de cellulose par les extrémités non réductrices et libere exclusivement du cellobiose
(Xu, et al., 2002).

C. La cellobiase (EC 3.2.1.21) : Elle hydrolyse les liaisons p (1-4) glycosidiques de la

cellobiose, pour donner deux molécules de glucose (Onsori H et al., 2005).

4.3.2. La cellulase d’origine microbienne

Les bactéries et les moisissures utilisent la cellulose pour la production de quantités
substantielles d’enzymes extracellulaires qui sont alors facilement récupérées du milieu de
culture aprés fermentation, bien que ces enzymes, peuvent étre présentes sur la surface des

cellules (Beerman, et Rapp 1991).

Les cellulases sont principalement produites par les champignons dont les moisissures, les
bactéries et autres organismes cellulolytiques (Beguin et Aubert, 1994 ; Kader, 1999 ; Korish,
2003). La majorité des cellulases microbiennes étudiées sont des glycoprotéines, avec un taux
élevé en acides aminés acides (Beldman et al., 1985) et ne sont pas des métalloprotéines (Saha
etal., 1994). Elles ont généralement une structure modulaire avec deux domaines fonctionnels
distincts : le site catalytique et le site de fixation du substrat, habituellement reliés entre eux
par un peptide glycosylé flexible riche en sérine, proline et thréonine appelé « linker » (Hasper
et al., 2002 ; Receveur et al., 2002).

Les principaux microorganismes producteurs de la cellulase sont consignés dans le (tableau
08) (Debbie M et al., 1992 ; Katoch Meenu et al., 2014),
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Tableau 08 : Les principaux microorganismes producteurs de la cellulase

Microorganismes Espéces
Neocallimastix  frontalis, Sphaeromonas communis, Piromonas commmunis,
Chytridomycétes, Trichoderma viridae, T. reesei, T. koningii, Aspergillus aculeatus
Moisissures A.nidulans, A. oryzae, A niger, A. terreus, Fusarium solani, Sporotrichumpulver
lentum, Chaetomium cellulolyticum, Humicolain solens
Candida molischiana, C. pulcherrima, C. stellata, C. wickerhamii, Cryptococcus
flavus, Kloeckera apiculata, Klwywveromyces lactis, Rhodotorulagly, Saccharomyces
Levures _ .
Sfibuligeratinis, Trichosporon cutanum
Aérobies : Sporocytophaga, Myxococcoides,
Baccillussubtilis, Cellulomonas et Psendomonas
Anaérobies strictes : Clostridinm thermocellum, C. stercorarium, Ruminococcus
. albus, R. flavefasciens, Bactéroi des succinogenes
Bactéries
Anaérobies facultatives : Erwinia chrysantharum
Anaérobies strictes: Clostridium  thermocellum, O stercorarium, Ruminococcus
albus, R. flavefasciens et Bactéroi des succinogenes

4.3.3. Applications industrielles des cellulases

La biotechnologie des cellulases a débuté vers les années 1980 dans 1’alimentation animale

(Chesson, 1987) et ensuite dans I’industrie du textile, de la lessive et du papier.

Actuellement, elle occupe environ 20 % du marché mondial des enzymes (Bhat, 2000,

Lekchiri et al., 2006). Les performances élevées atteintes leurs ouvrent des perspectives

intéressantes pour différentes applications industrielles (Scriban, 1993), dans les industries de

transformation de 1’amidon, de brasserie, ’extraction de jus de fruits et légumes (Gao et

al.,2008). L’une des applications potentielles des cellulases est la production d’éthanol-

carburant a partir de la biomasse lignocellulosique (Tableau 09).

22



Chapitre 02 :

Les enzymes

Tableau 09 : Les Applications industrielles de la cellulase.

Industries Applications
Les cellulases sont utilisées pour faciliter la filtration de diverses suspensions, riches en
fibres cellulosiques (Scriban, 1993). Des traitements de différents produits pour améliorer
Alimentaires

leurs qualités, oo les cellulases sont wtilisées sous forme de mélange d’enzymes,

des textiles et des

Elles sont utilisées au cours de la fintion, pour donner 'aspect aux vétements en jean
aprés lavage et améhorer I'apparence des tissus par hmination des tiches (Gusakov et al,

2007). Elles sont utilisées aussi dans les lessives afin d’améliorer 'apparence et la

détergents brillance des couleurs (Maurer, 1997 : Cavako-Paulo, 1998).
Dans la fabrication des pates 4 papier, I'addition de cellulases, aux suspensions de pites en
cours de lavage et surtout aux suspensions de pates de papier de reeyclage, améhiore
Papeterie significativemnent leur filtrabilité et conduit & des économies importantes de consommation

d*eau (Scriban, 1993).

Nutrition anmimale

utilisées comme additifs dans alimentation ammale car Paddibon des cellulases, aux
aliments pour porcins, améhiore leur digestibalité, ce qui rédut Iexerétion de cellulose non
digérée (et done diminue la charge polluante des exerétas) (Senban, 1993 ; Gusakowv et al,

20000

Thérapeutique

L'utilisation quasi confidentielle de certaines cellulases dans  des  formules

médicamenteuses 4 vocation d’aide digestive (Odier et Rouau, 1985 ; Seniban, 1993 ).

4.4. Pectinase

4.4.1. Définition

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases sont des enzymes qui se caractérisent par leurs

pouvoir de dégrader la pectine (Martinez-Trujilo etal., 2011). Elles forment un groupe unique,

complexe et hétérogene de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les substrats

pectinolytiques, notamment les polymeres de pectine. Ces derniéres représentent le

polysaccharide majeur de la paroi cellulaire primaire et la lamelle moyenne de la paroi végétale
(Tatianadacosta et Flevo, 2005)

23




Chapitre 02 : Les enzymes

Les pectinases peuvent étre classées en se basant sur la nature du substrat (pectine, acide
pectique et oligogalacturonate), le mécanisme de dégradation (trans-élimination ou hydrolyse)
et le type de clivage (endo ou exo) (Favela-Torres et al., 2006)

4.4.2. Origine microbienne des pectinases

La plupart des préparations commerciales de pectinases sont d'origine microbienne
notamment fongique. Cependant, 1’espéce Aspergillus niger est la source fongique la plus
communément utilisée pour la production industrielle d'enzymes pectinolytiques (Jayani et
al., 2005 ; Dinu et al., 2007).

4.4.3. Applications industrielles des enzymes pectinolytiques

Les pectinases microbiennes représentent 25% des ventes mondiales d'enzymes
alimentaires (Jayani et al., 2005). Dans les industries agroalimentaires, elles sont utilisées en
association avec les amylases pour clarifier les jus et réduire ainsi le temps de filtration de 50%
(Saxena et al., 2008), elles sont utilisées également comme complément alimentaire dans
I’alimentation animale (Rodriguez-Fernandez et al., 2011). Les pectinases peuvent étre
utilisées dans divers domaines tels que, le textile, I’industries du papier, la fermentation du
cacao, la confection et la maturité du thé, 1’extraction des pulpes a partir des fruits et des

Iégumes, ainsi que le traitement des eaux usées (Zenil et al., 2015). (Tableau 10)
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Tableau 10 : Applications industrielles des pectinases

Application Le but

Stabilisation des troubles | Pour précipiter la matiere hydrocolloide présent dans les jus de
fruits (Samanta S ,2020)

Clarification du jus de | Dégradation des substances formant un nuage pectique, par

fruit conséquence, le jus peut étre facilement filtré et traité. (Maria
G etal.,2021)
Macération Pour décomposer les tissus des légumes et les fruites pour

donner des produites pulpeux utilisées comme matériau de base
pour les jus, nectar comme dans le cas d’alimentes pour bébés,
pudding et yaourt. (Samanta S ,2020)
Extraction de jus et | Pour surmonter la difficulté de pressage pilpe de fruit pour
d’huile donner du jus et de I’huile. (Mwaurah P.W et al., 2020)
Liquéfaction Pour décomposer les glucides végétaux fermentescibles en
sucres simples par des enzymes.(Pasha et al., 2013)
Rouissage des cultures a | Pour libérer les fibres des cultures en fermentant avec des
fibres microorganismes qui dégradent la pectine (Kaur et al., 2004)
Traitement des eaux | Pour dégradées les substances pectiques dans les eaux usées des
usees industries de transformation des agrumes. (Hooondal et al.,
2002)
Fermentation du café et | Pour éliminer la couche de mucilage du grain de café, et
du thé améliorer la fermentation du thé et la propriété de formation
de mousse du thé.(Samanta S et al., 2020)
Préservation du bois Pour éviter I’infection du bois en augmentant la perméabilité

des consevateures de bois (Kaur et al., 2004)

4.5. Lipase

4 5.1. Définition

Les lipases (Triacyclglycerol acylhydrolases EC3.1.1.3) appartiennent a une classe
d’hydrolases spécifiques a I’hydrolyse des graisses en acides gras et du glycérol a I’interface

eau-lipides. Ils sont également capables d’inverser la réaction dans les milieux non aqueux et
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ils sont abondamment présents dans la nature (Singh et al., 2017). Claude Bernard, 1856, dans
le jus pancréatique, a déterminé que la lipase était une enzyme qui hydrolysait les gouttelettes
d’huile insoluble et les transformait en produits solubles. (Sangeetha et al., 2010).

La structure des lipases a été déterminée par cristallogeneses et diffraction des rayons x
(Najjar, 2010). Toutes les lipases connues a ce jour présentent une organisation
tridimensionnelle commune composée d’un feuillet béta centrale formée de huit brins paralléles

connectés entre eux par des hélices alpha (Figure 04) (Najjar, 2010).

Figure 05 : Structure dimensionnelle d’hélice (site active d’une lipase). le feuillet beta en
jaune, les hélices alpha en violet, les hélices alpha en bleu, et les motifs ‘turn’ en bleu ciel
(Chaput, 2012).

D’un point de vue biochimique, une lipase est obligatoirement une estérase, mais 1’inverse

n’est pas vrai puisqu’il existe de nombreuses estérases non lipolytiques (Zallot, 2011).

4.5.2. Origine microbienne des lipases

De nombreux genres des microorganismes sont capables de produire de la lipase, et bon
nombre d’entre eux sont associes a des bactéries, des actinomyceétes, des champignons, les
moisissures et les levures. Les lipases produites a partir de ces origines microbiennes sont plut6t
diverses et different normalement les unes des autres en termes de caractéristiques
physicochimiques et biologiques.L’intérét des lipases microbiennes n’a cessé de s’accroitre au
cours de ces dernieres années principalement en raison du grand nombre d’application qu’elles

offrent dans les domaines trés variées (Rihani, 2012).

La production de lipase par les champignons varie et dépend du type de la souche, des

ingrédients du milieu de production, des sources de carbone et d'azote et des conditions de

26



Chapitre 02 : Les enzymes

culture telles que la température, le pH, I'aération. Mucor est connu pour sa thermostabilité et

sa résistance aux conditions alcalines élevées (Cihangir et Sarikaya, 2004).

Quelques exemples de microorganismes lipolytiques sont rassemblés et regroupés dans le
(Tableau 11).
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Tableau 11 : Quelque exemple sur I’origine microbienne de lipase.

Microorganis Genres espéees références
mes
Rhizopus R. arrhizus Rajendran and Thangavelu, 2009
R. chinensis Wang et al, 2008
R. oryzae Hiol et al. 2000
R. oligosporus Iftikhar et al., 2010
Aspergillus | A flavus Pera et al 2006
A. oryzae Zhou et al., 2012
A. miger Toscano et al., 2011
A fumigatus Shangguan et al., 2011
A. terreus Sethietal, 2016
A. michlans Niaz et al., 2014, Mayordomo et al.,
maoisissures 2004
A. melleus Amin et al., 2014
A. carbonarius Ire and Tke, 2014
Penicillium Pe. citrinum D’ Annibale et al, 2006
Pe. caseicolum Lamberet, Lenoir 1972
Pe. camambertii Tan et al 2004
Pe. chrysogenum Bancerz et al. 2005
Pe. Wortmanii Costa and Peralta, 1999
Pe. cyclopium Chahinian et al 2000

4.6. Les estérases

4.6.1. Définition

Les estérases (E C 3.1.1.1) sont des lipases qui hydrolysent les solutions d’esters de chaine
acyl courte soluble dans I'eau, elles sont inactives contre les triacylglycérols a longue chaine
insoluble dans 1’eau (Chahinian et Sarda, 2009). Elles sont localisées dans le réticulum
endoplasmique, le cytosol de différents tissus et abondantes dans le foie. Elles manifestent une
large spécificité en substrat tels que amides, esters, thioesters, hydrolysent un grand nombre de
composés de differentes structures et jouent un rdle trés important dans 1’élimination des

produits toxiques et xénobiotiques (Gilham et Lehner, 2005).
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4.6.2. Origine microbienne des estérases

Les estérases sont produites par un ensemble des microorganismes, tels que Streptomyces sp.
(Nishimura et Inouye, 2000), Pseudomonas sp. (Prim et al., 2006 ; Tserovska et al., 2006),
B sp. (Ding et al., 2014 ; Metin et al., 2006), Lactobacillus sp. (Choi et Lee, 2001),
Micrococcus sp. (Fernandez et al., 2004), Ophistoma sp. (CaleroRueda et al., 2002),
Penicillium sp. (Horne et al., 2002), Aspergillus sp. (Giuliani et al., 2001), Humicola sp.
(Hatzakis et al., 2003), Saccharomyces sp. (Lomolino et al., 2003), Candida sp. (Ghosh et
al., 1991).

4.6.3. Applications industrielles des enzymes lipolytiques

Les lipases sont souvent percues comme une des plus importantes classes d’enzymes pour
le monde industriel, cet intérét provient principalement du fait que les lipases possédent des
propriétés catalytiques atypique d’une part, et que d’autre part les technologies & mettre en
ceuvre par les produits relativement simple ; leur domaine d’application sont donc trés vastes et
variés. (Rihani, 2012).

4.6.3.1. Application dans les détergents

L’utilisation des lipases dans les détergents est le champ d’application le plus important de
ces enzymes. La lipase produite par Pseudomonas mendocina appelée ‘lumafast’ posséde un
large spectre de substrat et elle est capable de tolérer les conditions de lavage, telle que les
valeurs de pH 10 etl11, température de 30 a 60°C ; une fois que les lipides sont partiellement ou
totalement hydrolysée par I’enzyme, ils deviennent plus faciles a extraire du tissu lavé (Najjar,
2010).

4.6.3.2. Application dans I’industrie alimentaire

Un grand nombre d’applications hydrolytique additionnelle ont été décrites pour les lipases
microbiennes y compris le développement de stem pour les produits laitiers (fromage, beurre,
margarine, boissons alcooliques), réalisé par I’hydrolyse sélective de gros triglycérides pour
libérer des acides gras, ceux-ci peuvent agir en tant que saveurs ou précurseurs de saveur, dans
I’industrie agro-alimentaire. Les lipases sont couramment utilisées en boulangerie, en
biscuiterie, en chocolaterie (Boukaa, 2015). Elles ont aussi une application dans le domaine de
développement des arbmes par les lipases exogeénes (lipase pré gastrique ou microbienne),
comme les lipases de Candida antarctica et de Rhizomucor miehei synthétise des ardbmes par

réaction de transestérification comme pour le 3,7-dimethyl-4,7 octadien-1-ol qui présente un
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ardme de Rose (Fickers et al., 2008). Les lipases sont aussi utilisées dans le secteur des farines
de blé pour renforcer les péates et dans le beurre de cacao (Jaeger et al., 1994 ; Jeager et Reetz,
1998 ; Sherma et al., 2001).

4.6.3.3. Application en I’oléo-chimie

La transformation des corps gras est encore majoritairement réalisée par des procedés
chimiques consommant beaucoup d’énergie (Vulfson, 1994). Ce qui a conduit a de nombreux
procédés utilisant des lipases qui ont été développés pour pouvoir travailler dans des conditions
moins drastiques et plus spécifique en utilisant par exemple la lipase produite par Candida
ruyosa (Najjar, 2010).

4.6.3.4. Application dans I’industrie du papier

A I’heure actuelle le premier ennemi dans 1’industrie est la poix, mélange mou et collant a
base de résine et de goudron végétale, qui nuit a la qualité du papier ; le développement d’un
procedé d’hydrolyse de ces esters par additions de lipases, comme le cas de la lipase de B.
subtilus, limite le probleme posé ce qui constitue un moyen facile et efficace pour le controle

de la poix et donc pour améliorer la qualité du papier (Najjar, 2010).

4.6.3.5. Application dans I’environnement

Les lipases sont également utilisées en environnement dans le domaine de la bioremédiation
qui est devenue la méthode la plus utilisée pour restaurer des environnements pollués a
I’exemple de lipases végétales utilisées contre les effluents des industries agroalimentaire riche
en lipides et en graisses ; ces derniéres entrainent le colmatage des canalisations. Les lipases
sont également utilisées lors de traitement de sols contaminés par des hydrocarbures (Boukaa,
2015)
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Notre étude expérimentale a été réalisée au niveau de laboratoire de Microbiologie du Centre

Universitaires Abdelhafid Boussouf Mila. Elle précise sur I’isolement et 1’identification de

quelques moisissures provenant d’un sol proche d’une source thermale, puis 1’étude de leur

propriétés enzymatiques (enzymes hydrolytiques). Les échantillonnes ont été prélevés a partir

de deux sites différents : Hammam Abdallah (Bouhama-Mila) et Hammam Béni Guecha

(Ferdjioua-Mila).
1. Isolement des champignons du sol

1.1. Les sites d’étude

1.1.1. Hammam Abdallah — Bouhamma, Mila

a) Localisation géographique et présentation du site

La source thermale de Bouhama désignée sous le nom Hammam Abdallah depuis 1999,

est I’une des sources les plus importantes dans le secteur d’étude. Elle est située a 7,5 km a I’Est

du chef-lieu d’Ahmed Rachdi wilaya de Mila (Figure). Les eaux chaudes sortent dans le lit d’un

ravin profond d’Oued El Hammam (Mammeri M 2017).
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Figure 06 : Situation géographique de Hammam Abdallah (Bouhama).
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b) Conditions géologiques

La source thermale émerge a I’intersection d’une faille de direction NNE —SSW qui met
en contact les calcaires albiens et les marnes sénoniennes avec une faille probable de direction
E-W), (Figure), (Mammeri M 2017).
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Figure 07 : Carte géologique de la région de Bouhama (Mammeri M 2017).
c) Propriétés physico-chimiques des eaux

Les différentes propriétés physico-chimiques des eaux sont rapportées dans le (tableau 12)
Tableau 12 : propriétés physiques et chimiques des eaux de Hammam Abdallah (Mammeri
Madiha, 2017)

Propriétés physiques et chimiques de la Valeurs

région

Température 42 et 43 °C

PH 6,7et6.8

La conductivité 3595,25 et 3706,29

Minéralisation 2750,93 et 2836,66 mg/l

Strontium _ Fluor _ammonium _ le brome _le | 9,6 mg/l_2,7mg/l _1,22mg/l _
lithium_ le bore 1’iode 0,95mg/l_0,62mg/l_0,5mg/_0,17mg/I
SO 4> CL>HCO3 %

Ca?*> Na ">MG?
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1.1.2. Hammam Beni Guecha, Ferdjioua (Mila)
a) Localisation géographique

Hammam Beni Guecha est situé sur la route reliant Mila a Ferdjioua), Commune de Yahia

Beni Guecha, daira de Ferdjioua, (Nord Est Mila), se caractérise par :
- Altitude : 656.00m, Latitude : 36.39 Nord, longitude5.99 East
- Le Climat méditerranéen avec été chaud est le climat principal du Daira de Ferdjioua.

- La température maximale a Mila est en moyenne de 23°C sur l'année (https://www.ou-et-

guand.net/partir/quand/afrique/algerie/mila/)36°24'30.24

1.2. Echantillonnage

Pour le prélevement de 1’échantillon nous avons choisis le sol proche d’eau thermal, a partir

les deux sites (Figures 08 et 09).

Figure 08 : Présentation du site d'étude Hammam AbdALLAH (Bouhamma)
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Figure 09 : Le site d’étude Hammam Beni Guecha

Les gros débris sont d’abord écartés (plante, racines, pierres, etc....), puis a 10 cm de

profondeur, 40g de sol sont prélevés a I’aide d’une spatule et placés dans un flacon stérile
(Figures 09).

L’échantillon est déposé sur un papier d'aluminium stérile soigneusement enveloppé dans
un sac en papier stérile. Il a été ensuite gardé au frais (4°C) puis transféré au laboratoire pour

une analyse immédiate. Et transportés au laboratoire dans des conditions d’asepsie rigoureuse.

Figure 10 : Prélevement de I’échantillon a partir du sol de Hammam AbdAllah (Bouhamma_
Mila)
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Figure 11 : Prélévement de I’échantillon a partir du sol de Hammam Beni Ghuecha

1.3. Le milieu d’isolement

Le milieu utilisé¢ pour I’isolement des moisissures du sol est la gélose PDA (potato
dextrose agar) (Annexe 02). La croissance bactérienne est inhibée par 1’addition d’Amoclan

aux milieux de culture, avant stérilisation, a la concentration de 5 mg/l (Botton et al. 1999).

1.4. La préparation des dilutions
a) But

La diminution de la charge microbienne par dilution de I’échantillon de sol a analyser est
réalisée dans le but d’une purification ultérieure plus aisée et 1’obtention de colonies bien

séparées a partir des cultures mixtes.
b) Principe

La dilution décimale consiste a diminuer la densité de sol en micro-organismes, d'abord a
1/10 puis a 1/100 et ainsi de suite jusqu'a réduire la concentration microbienne de la suspension
mére au facteur de 10. Ainsi, le sol est prét a I'analyse microbiologique, bien que la probabilité

d’¢éliminer un nombre considérable d’espéces microbiennes soit non nulle.

c) Préparation de la solution mere

Une quantité de 1g de sol a été dilué dans 9ml d’eau physiologique stérile, puis le mélange
a été agité au Vortex pendant 10 min.
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d) Préparation des dilutions

Une série de dilutions a été préparée dans des tubes de 9 ml de I’cau physiologique stérile.
(Annexe 01),

Les dilutions ont été réalisées a partir de la solution mére jusqu’a 10 (Figure 11).

,,,,,

Suspension Z

ML 101 102 103 104

Solution physiclogique sterile
{2mi)

Figure 12 : Préparation des dilutions

1.5. Méthode d’isolement

Avant d’entamer le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du bec
Bunsen, sur une paillasse soigneusement nettoyée. Ensuite, la suspension mére est préparée en

mélangeant 1g de chaque échantillon avec 9 ml d’eau distillée stérile. Les étapes suivantes sont :

- Homogénéiser la suspension mére par agitation du flacon de prélévement

- Procéder tout d’abord a la numérotation des tubes en les étiquetant respectivement de 107 &
10-“celles/ml pour les différentes dilutions

- Prélever a l'aide d'une pipette graduée, 1ml d'échantillon mere, puis I’additionner a 9ml d'eau
physiologique stérile dans un tube a essai, permettant ainsi d'obtenir une suspension
microbienne diluée & 107 par rapport a la suspension mére

- Prélever 1 ml de la suspension 107! agitée, a l'avance & I’aide d’un vortex, avec une pipette
pasteur neuve et diluer dans un second tube a essai contenant 9ml d'eau physiologique stérile,
pour arriver & une dilution de 102, et ainsi de suite & chaque dilution, pour arriver & diminuer la
charge microbienne de I'échantillon mére a I'exponentiel de 10*. Changer les pipettes entre

chaque prélévement.
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1.6. Ensemencement et incubation

Tout en respectant les conditions d'asepsie et en manipulant toujours dans la zone stérile :

e Bien homogénéiser le contenu du tube & essai contenant la suspension diluée 210,

e Prélever a l'aide d'une pipette Pasteur, une goutte de cette suspension.

e L'étaler a I’aide d’un rateau, sur toute la surface de la boite de Pétri coulée (Le rateau
en verre est flambé avant et apres chaque utilisation).

e Sur les boites ensemencées on indique le numéro de I’échantillon, la dilution ainsi que
la date d’ensemencement.

Il est a noter que deux répétitions sont réalisées pour chaque dilution.

Les boites ont été incubées a 28°C et ont été observées quotidiennement pendant trois jours.

Figure 13 : Les étapes de d’ensemencement des échantillons.

1.7. Repiquage et purification des moisissures isolées

Aprés un bon développement des colonies, nous avons effectué des repiquages de chaque
colonie pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu’a arriver
a isoler sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné. (Guiraud, 1998).

Le repiquage se fait par prélevement d’un fragment de colonie a 1’aide d’une anse
stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite sur
milieux PDA (Figure 13).

Ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite de méme milieu PDA sur laquelle

on indique la date de repiquage et les coordonnées de la boite de prélévement.

Le repiquage se fait aseptiquement prés du bec Bunsen. Les boites ont été incubées a 28
°C pendant six jours jusqu’ a obtention des souches pures.

Des repiquages successifs des souches jusqu’a I’obtention des souches pures.
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Figure 14 : Purification et repiquage des colonies isolées

2. ldentification des moisissures isolées

L’identification des moisissures est basée sur 1’observation des caractéres culturaux et
morphologiques. Les progres récents de la biologie moléculaire ont permis de proposer des
outils d’aide a I’identification. Toutefois la complexité du régne fongique fait qu’a 1’heure
actuelle ces outils ne peuvent pas encore remplacer complétement I’examen morphologique qui

reste la base de ’identification.

2.1. ldentification macroscopique

L’identification des souches obtenues est déterminée aprés leur ensemencement sur le
milieu de culture spécifiqgue (PDA). L’identification se fait a I’ceil nu, elle se base
essentiellement sur les caractéres suivants : la vitesse de croissance, I’aspect du mycélium

aérien, couleur de I’envers de la colonie, I’odeur et la couleur des moisissures.

2.2. ldentification microscopique

L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les deux
les plus utilisées sont celles la méthode de coloration par bleu de méthyléne et la méthode de

Scotche.

> La coloration par bleu de méthyléne : un fragment de la colonie est prélevé a I’aide d’une
anse de platine et déposeé sur une lame porte-objet contenant une goutte de colorant, ensuite

recouvrir avec une lamelle couvre — objet qui écrase la préparation.
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» Méthode de scotche : Elle consiste a adhérer a 1’aide d’un bout de scotch (technique du
drapeau) une fraction mycélienne, on le recolle sur une lame préalablement étalée par une

goutte de bleu de méthyléne diluée avec deux gouttes de 1’eau physiologique.

L’observation microscopique est effectuée en microscope optique aux différents

grossissements (X10, X40) ainsi qu’a I’'immersion (GX100).

3. La mise en évidence de I’activité enzymatique des moisissures isolées

Nos souches sont repiquées a I’aide d’une anse de platine sur différents milieux pour tester
la production des enzymes hydrolases extracellulaires puis les boites Pétri sont incubées
pendant 7 jours a 30°C. Aprés I’incubation et la croissance, I’apparition d’une zone claire autour
des colonies témoigne de I’hydrolyse du substrat testé, le diamétre de cette zone est lié a la

quantité des enzymes produites par les moisissures.

3.1. Larecherche de P’activité amylolytique des moisissures

L’activité amylolytique est effectuée sur milieu de culture a base d’amidon 1% (Annexe
03) Aprés incubation, le milieu gélosé est recouvert d’une solution de Lugol (Annexe 04)
pendant 30 secondes suivie d’un ringage avec de 1’eau distillée. L’eau iodée contenant 1’iode se

complexe avec 1’amidon présent dans le milieu et donne un précipité bleu sombre.

L’hydrolyse de I’amidon est indiquée par I’apparition d’une zone claire autour de la colonie

productrice d’amylase (Tatsinko et al., 2005).
3.2. La recherche de ’activité protéolytique des moisissures

La dégradation de la caséine du lait se caractérise par I’observation visuelle et directe d’une
zone claire et transparente autour de la colonie (Harrigan et Mccance, 1976). La gélose au
lait (lait a 20% d’agar) (Annexe 03) est utilisée pour la mise en évidence de la présence d’une

activité protéolytique chez les souches fongiques.

L’ensemencement se fait par touche centrale et I’incubation est effectuée a une
température, 30°C pendant 5 a 7 jours pour les moisissures. La gélose au lait est choisie pour
ses avantages tels que la simplicité dans la préparation, la richesse en protéines et son faible
codt (Smith et al., 1952).
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3.4. La recherche de ’activité cellulolytique

La mise en évidence de I’activité cellulolytique des souches testées est évaluée sur milieu

contenant 3% de CMC (Annexe 03) Les boites sont incubées a 30°C pendant 7 jours.

Apreés la croissance, les boites sont colorées avec une solution de rouge Congo de 0.1%
(Annexe 04) pendant 30 min a température ambiante puis sont lavées avec une solution de
NaCl (1M) pendant 1 heure (Annexe 01) I’apparition de zones claires autour des colonies

indique la presence de cellulases extracellulaires.

Le rouge Congo a une affinité pour les parois cellulaires et ne colorant pas le contenu de
cellule permet la visualisation d’un halo claire autour des colonies pour déterminer I’activité

cellulolytique avec la mesure le diametre de la zone d’hydrolyse. (Amjad khalil ,2011).

3.5. La recherche de I’activité pectinolytique :

Chaque souche est ensemencée par une touche centrale sur le milieu pectine agar (Annexe
03) et incuber a 30°C pendant 7 jours. Aprés I’incubation, les boites sont inondées par une

solution aqueuse d’acétate de cuivre a 7.5% (Annexe 04) pendant 10 minutes.

L’acétate de cuivre donne une couleur bleu clair sur la gélose qui contient la pectine non
dégradée (Snaiki et al., 2006). L’hydrolyse enzymatique des substances pectique est

caractérisée par le halo clair autour des colonies productrices.

3.6. La recherche de P’activité lipolytiques

L'activité lipase a été déterminée par I’ensemencement par une touche centrale sur milieu
de culture spécifique contenant du tween 80 comme substrat lipidique (Annexe 03). Le Tween
80 a été stérilise séparément puis ajouter au milieu stérile. Aprés incubation, les cultures ont été
mises a 4°C pendant 12 h pour mieux visualiser I'apparence d'un opaque précipitations autour
du thalle (Chamekh et al., 2019). En cas de réaction positive, il se forme un halo opague autour

de la strie hydrolysant le Tween 80, di a la précipitation des acides gras.

3.7. La recherche de I’activité estérasique :

La recherche de D’activité estérasique est réalisée de la méme maniere que I’activité
lipolytique. Toutefois, le tween 80 est remplacé par le tween 20, parce que les estérases sont

inactivées en présence tween 80, apres la stérilisation, les souches sont repiquées au centre des
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boites contient le milieu sélectif, les résultats observées par la formation d’un halo opaque

autour des colonies par des zone d’hydrolyse a différents diameétres. (Sierra, 1957)
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Résultats et discussion

Ce travail consiste a isoler, purifier, identifier et mettre en évidence quelques activités

enzymatiques des souches fongiques prélevées a partir d’une source thermale.

1. Isolement des moisissures

Les cultures réalisées a partir des dilutions décimales d’échantillon de sol thermal
appartiennent a hammam Yahia Beni Guecha et a Hammam Abdallah Bouhama. Ils ont abouti
a des aspects, de texture et de couleurs différentes sur milieu PDA. Nous avons pu sélectionner
10 souches fongiques que nous avons purifiées.

2. ldentification des moisissures

2.1. Identification macroscopique

Les caracteres macroscopiques des différentes souches de moisissures isolées ont été
étudiés sur milieu gélosé PDA, I’un des milieux les plus fréeqguemment utilisés (Botton et al,
1990). L’étude macroscopique a été réalisée par 1’observation, a I’ceil nu, des caractéres
culturaux (aspect de la colonie, couleur, revers des boites de Pétri., et la vitesse de la croissance

ainsi que la présence ou I’absence de pigments caractéristiques de chaque souche (Tableau 13).

Tableau 13 : observation macroscopique des dix moisissures isolées sur le milieu PDA

La souche | Description Recto Verso

S1 Couleur du

mycélium : les
colonies deviennent
vertes et jaunes.
Vitesse de croissance :
lente

Aspect : velouté a
poudreuse.

Revers : jaune a vert
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S2

Couleur du myceélium
- les colonies
blanches, a maturités
devient noir.

Vitesse de croissance :
chargeé de spores et
croissance rapide.
Aspect : velouté a
poudreuse

Revers : pas de

pigment, jaune pale.

S3

Couleur du mycelium
. vert olive, brun noir
trés foncé.

La vitesse de
croissance : lente a
modérément rapide.
Aspect : velouté ou
floconneuse

Revers : brin noir

S4

Couleur du mycélium :
teinte brun noisette a
marron foncé.

Aspect ; colonies
duveteuses a
poudreuses

Vitesse de croissance :
rapide

Revers : jaune a brin

orange
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S5

Couleur, du

mycélium : vert olive
a jaune.

Vitesse de croissance :
rapide.

Aspect : duveteuses a
poudreuses

Revers : pas de
pigment, beige — jaune

S6

Couleur du

mycélium :Vert fonce.
Vitesse de croissance :
rapide

Aspect : velouté a
poudreuse

Revers : pas de

pigment

S7

Couleur de

myceélium : colonies
bleu vert, virant en
vert foncé, a gris
noiratre

Vitesse de croissance :
rapide.

Aspect : poudreuse
Revers : pas de

pigment, jaune
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S8

Couleur de

myceélium : vert et
entouré par cercle
blanc, devient vert a
noiratre.

Vitesse de croissance :
rapide.

Aspect : velouté a
poudreuse.

Revers : jaune foncé

S9

Couleur de

mycélium : jaune au
centre puis blanches
Vitesse de croissance :
lente

Aspect : colonies
cotonneuses

Revers ; pas de

pigment, incolore

S10

Couleur du

mycélium : Colonies
au début devenant vert
olive foncé

Vitesse de croissance :
lent.

Aspect : Cotonneuse
et poudreuse.

Revers ; incolore
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2.2. Etude microscopique

L’¢étude microscopique porte sur 1’observation des structures caractéristiques des 10

souches fongiques (Conidiophores, conidies et mycélium). (Tableau 14).

L’isolement a partir du sol thermal a permis I’obtention de 10 isolats fongiques

appartenant a 4 genres Aspergillus, Penicillium, Cladosporium et Absidia.

Tableau 14 : Etude Microscopique des souches fongiques isolées a partir du sol

Espéce Description Observation La Photo a référence
microscopique,
grossissement GX (40-

Aspergillus _ Filament septé
sp-1 _ Conidiophores court et
lise, phialides directement
porté par la vésicule
dressée densement
groupées.

_ Conidies globuleux petit
tailles

_ Téte aspergillaire

Unisériés
Aspergillus Conidiophores lisses et
Niger \

trés long

_ Phialides insérées sur la
vésicule, par
I’intermédiaire de métules
disposées sur tout le
pourtour de la vésicule.

_ Vésicule globuleuse

_ Teéte aspergillaire

bisériée radiée, noir a

maturité.

(Tabuc. 2007)
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_ Conidies globuleuses
brunes disposées en
chaines

Cladosporium
sp

Hyphes septés, sont
pigmentées produisent des
conidiophores.

_ Conidiophores variées
grand a petite uni et
pluricellulaire. Formées en
chaines acropetes
ramifiées, arbuscules
fragiles.

_ Conidies contient des
parois formées elliptiques
a cylindriques, présentées

des bourgeonnements.

Aspergillus
terreus

_ Conidiophores lisses
incolores.

_ Vésicule globuleuse.

_ Phialides portées par des
métules inséres sur la
partie supérieure de la
vésicule.

_ Conidies de petite taille
leégerement elliptiques.

_ Téte aspergillaire :
bisériée en colonne évasé

(aspect d’éventail)

(Basil. Aetal ,2021)

NS
e

(Diba. K et al, 2007)
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Aspergillus
flavus

_ Vésicule : sphérique

_ conidiophores : long,
verrugueux avec des
aspérités.

_ phialides : directement
insérées sur la vésicule, et
portées par des métules.

_ Conidies globuleuses,
Tete aspergillaire :

unisériée, radiée

Pénicillium

SP.1

- Hyphe septé
-Conidiophores isolées,
avec une métules
-Pénicilles constituées les
phialides branchées
directement a I’extrémité
du conidiophores.
-phialides en forme
verticale non ramifiées.
Les conidies rondes a

ovoides.

Aspergillus
fimugatus

_ Conidiophores lisse et

incolore.

_ Veésicule hémisphérique.

_ Phialides directement
portées par la vésicule
dressée, densément
groupées.

_ Conidies : globuleuses
vert et petites.

(NitinKumar.P, 2010)

(Diana S et al., 2016)
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_ Téte aspergillaire
unisériée en colonne

compacte assez grand

Pénicillium
SP.2

__ Hyphe septé

_ phialides disposées en
verticilles a ’extrémité des
conidiophores, serrées
I’une de I’autre donné une
forme de pinceau.
_conidies rondes a
ovoides

_ Conidiophores lisses et
cloisonnées.

(Chabasse et al., 2002)

Absidia .sp

_Sporocystophore
ramifiées terminées par une
columelle hémisphérique
faisant saillie dans le
sporocyste globuleux

_ Spores : cylindriques

_ Hyphe : pas septé

o

(Chabasse et al., 2002)
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Pénicullum.sps

_ Conidiophores isolées.
_ Métules biverticillé

_ phialides branchees
directement a I’extrémité
des conidiophores.

_ Conidies, rondes
disposées en longues

colonnes irréguliere.

N

'
W
.’
. <

WS
(Chabasse et al., 2002)

Les résultats de I’isolement des moisissures a partir du sol proche des sources thermales ;

Hammam AbdAllah ( Bouhamma — Mila ) et Hammam Beni Ghuecha ( Feurdjioua-Mila)

montrent ’existence d’une flore fongique plus ou moins variée de 10 isolats fongiques

appartenant a 4 genres: Le genre Aspergillus représenté par cing especes ( A. flavus, A.

terreus ; A. niger, A.fumigatus et Aspergillus sp), Le genre Penicillium représenté par trois

espéces , Le genre Cladosporium et le genre Absidia . (Chabasse et al., 2002 ; Diba K et al.,
2007 ; Tabuc, 2007 ; Malloch 1997).

L’analyse des résultats montre par ordre croissant, que le genre majoritaire est Aspergillus

sp avec une fréquence de 50%, suivie du genre Penicillium sp avec un pourcentage de 30 %,

enfin les genres Cladosporium sp et Absidia sp avec un méme pourcentage de 10 %. (Figure

14)

m Aspergillus sp

® Penicillum sp

= Cladosporium sp
m Absidia sp

Figure 15 : Pourcentages des genres fongiques isolés.
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Ces genres fongiques que nous avons trouvees, sont habituellement isolées a partir de la

plupart des sols (Alvarez Rodriguez et al., 2003)

Nos résultats sont en accord avec Ben kherara et Benbouzid (2020) qui ont isolés les
mémes genres a partir d’un sol proche des sources thermales hammam El Hadjeb,Lioua ,

Tlaghma, et Oued Athmania .

Nos résultats sont en concordance aussi avec les travaux de Boulefkhad N et Talhi,
(2018) qui ont isolé en majoritaire les deux genres Aspergillus et Penicillium avec une
fréquence de 46 % et 27 % respectivement a partir d’un sol proche d’une souche thermale

(Hammam Debegh),

Les différentes souches fongiques isolées a partir du sol des deux zones thermales , sont
exprimées par I’influence des propriétés et les caractéres physiques et chimiques d’une région
a lautre comme la température, le pH, la texture du sol ,les mati¢res organiques, I’humidité ,
Nous supposons que ces moisissures sont thermophiles et elles ont la capacité de résister a
certaines conditions comme la chaleur pour évaluer la métabolisme, surtout leur intérét de la
production des enzymes nécessaire dans diverses industries (Smith et al., 2000 ; Antonio L,
1998) .

3. Mise en évidence des activités enzymatiques

Pour tester la production d’un microorganisme en hydrolase, il suffit de le cultiver sur un
milieu contenant le substrat de ’enzyme comme seule source de carbone et d’énergie. La
révélation d’une activité hydrolytique positive se fait soit directement par I’observation d’un
halo transparent ou indirectement par 1’ajout d’un réactif spécifique. Plusieurs recherches sur
les hydrolases d’origine fongique ont été réalisées. Pour cela, nous avons utilisé les milieux
gélosés : Amidon 1%, Pectine - agar, CMC- agar, Tween 80 % et Tween 20 %, gélose au lait
20%, pour la détection des activités (amylolytiques, pectinolytiques, cellulolytiques, lipasigues,

estérasiques et protéolytiques) respectivement, chez les différentes souches testées.

3.1. La recherche de I’activité amylolytique

Pour tester la production de I'amylase, I'amidon a été utilisé comme seule source d'énergie.

En effet, en présence de 1’iode, 1'amidon se combine avec lui et donne un complexe de

coloration bleu foncé plus ou moins intense selon sa concentration. Preuve de la dégradation de
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I’amidon par 1’a-amylase, les souches a halo clair sur le pourtour, sont considérées comme

productrices d’a-amylases (tableau 15).

Tableau 15 : Résultats de I’activité amylolytiques des huit souches sur le milieu Amidon 10%.

La souche

L’activité amylolytique

Penicillium sp 1

Aspergillus terreus

Aspergillus flavus

Cladosporium sp

Aspergillus. niger

Absidia sp
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Penicillium sp..

Aspergillus sp.:

Les résultats obtenus apres I’ensemencement des milieux gélosés et apres incubation, donnent
des zones d’hydrolyse de diametres différents suivant la capacité de chaque souche a dégrader
le substrat disponible. Le diametre des zones d’hydrolyse (figure 16), est pris en considération

pour la sélection de la souche amylolytique la plus performante.
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Figure 16 : Les diametres des zones d’hydrolyses de I’amidon par les souches fongiques.

Parmi les 8 souches testées, les souches A.flavus, A.niger, Penicillium sp2 et Aspergillus
sp1 se distinguent par une activité amylolytique élevée avec une zone d’hydrolyse de diamétre
mesuré a 10mm. Par contre, les souches A. terreus, Cladosporium sp et Penicillium spi1 ont
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donné une zone d’hydrolyse de diametre moyen entre 3 et 5 mm. Tandis que, avec la souche

Absidia.sp une zone d’hydrolyse faible a été observée de diametre mesuré a 1.5mm.

Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent I’amidon ou le glycogene. Elles peuvent
dériver de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les microorganismes. Ces
derniers sont plus favorises grace a leur large disponibilité et leur production volumineuse a
I’échelle industrielle (Vidyalakshmi et al., 2009).

La production industrielle d'enzymes a partir des microorganismes fongiques appartenant
surtout aux genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps, du fait que la premiére

production d’a-amylase a été réussie par Takamine en 1894.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Meziane et Mahcene (2017), qui ont trouvé
que la souche Penicillium.sp se distingue par une activité amylolytique élevée avec une zone

d’hydrolyse de diamétre mesuré a 10 mm.

Plusieurs travaux sont réalisés pour détecter la production des Amylases par les
champignons. Dans ce contexte Reddy et al., (2012) ont publié leur travail sur des champignons
filamenteux isolés du sol (India). Selon cette référence, les isolats ont été identifiées comme ;
A.niger, Cladosporium, A. terreus et A. flavus et ont été sélectionnés sur 1 % d’amidon comme
producteurs d’amylase extracellulaire. En paralléle, les auteurs ont rapporté I’observation d’une

grande zone d’hydrolyse par A.niger et Cladosporium mesuré par un diametre (20 mm).

En effet, I’étude réalisée par Tatsinkou et al. (2005) a décrit la capacité de certaines
souches fongiques productrice de 1’alpha amylase dans les mémes conditions expérimentales

que ce travail

3.2. La recherche de I’activité cellulolytique

Les souches ont été incubées a partir d’un milieu sélectif le CMC Agar, Cette activité est
détectée par I’indicateur « Rouge Congo » (0.1%) qui est dispersée dans le milieu et se

complexé avec le substrat suivi d’une décoloration avec une solution du Na CI.

La production de la cellulase se traduit par I’observation d’une zone claire apparente autour

des colonies des souches productrices (Tableau 16)
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Tableau 16 : Résultats de I’activité cellulolytique des souches fongiques sur le milieu CMC

La souche

L’activité cellulolytique

Pénicillium sp 1

Aspergillus terreus

Aspergillus flavus

Cladosporium sp

Aspergillus niger

Absidia sp

Pénicillium sp2

Aspergillus sp 1
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Les résultats obtenus aprés 1’ensemencement des milieux gélosés a base de cellulose,
donnent des zones d’hydrolyse de diamétres différents suivant la capacité de chaque souche a

dégrader ce substrat (Figure 17)
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Figure 17 : Les diametres des zones d’hydrolyses la cellulose par les souches fongiques.

D’aprés les résultats rapportés dans le tableau et la figure, nous avons remarqué qu’il ya
sept souches (A.niger, Penicillium sp1, Aspergillus sp1, Cladosporium.sp, A.terreus, Pénicillium
sp.2 et Absidia.sp) possédant une activité cellulolytique. Une souche (A.flavus) ne présente

aucune activité cellulolytique notée sur le milieu de culture

Les diameétres obtenus chez les deux souches productrices A. niger et Penicillium sp; sont
proches (®= 5mm ; ®=3mm), les deux souches Aspergillus sp 1 et Cladosporium sp ont donné
une zone d’hydrolyse faible avec un diametre égal a 2mm et enfin les trois souches A. terreus,
Penicillium sp.> et Absidia.sp (®= 1.5, 1.5 et Imm respectivement). Ainsi on constate

I’absence de zone d’hydrolyse autour de souches (A. flavus).

Plusieurs travaux menés sur des souches fongiques isolées des milieux extrémes montrent
la capacité de ces moisissures notamment les genres Aspergillus et Penicillium a produire la
cellulase (Leghlimi, 2013 ; Fergani et Lakhel, 2015).

Nos resultats sont en accord aussi avec ceux obtenus par (Noor.et al. 2011) qui ont
expliqueé la dégradation de cellulose par un complexe enzymatique 1’endoglucanase par le genre

Penicillium et I’espéce A.niger.
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Nos résultats sont en concordance aussi avec ceux de (Leghlimi, 2013 ; Meziani et
Mehcene, 2017) qui ont trouvés une faible activité de la cellulase par la moisissure A.terreus
alors que (Wesley et al., 1982) ont décrit une activité maximale d’A. terreus , par la sécrétion
du cellulase de type B - glucosidase., Contrairement le genre Penicillium. Testé par (Leghlimi,

2017) n’a pas donné une activité cellulolytique.

L’étude de (Saroj Ahirwar et al., 2017) montres une activité cellulolytique importante

par la souche Absidia.sp.

En revanche, Nos résultats sont différents de ceux trouvés par Reddy L et al., (2014) ou

ils ont précisé que la souche Aspergillus flavus a une activité cellulolytique intéressante.

3.4. Recherche de I’activité protéolytique

Les souches protéolytiques sont reconnues par la formation d’un halo transparent autour
des colonies, résultant de la dégradation des protéines du lait dans le milieu par I’exo protéase

produite : plus le halo est grand, plus la quantité d’enzyme produite est importante.

Les résultats obtenus sont rapportés dans le (Tableau 17) suivant :
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Tableau 17 : La mise en évidence I’activité protéolytiques des huit souches

La souche

Activité protéolytique
(zone d’hydrolyse)

Pénicillium sp.1

Aspergillus terreus

Aspergillus flavus.

Cladosporium sp

Aspergillus niger

Absidia.sp

Pénicillium sp..
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A sp.1

Les résultats obtenus apres I’ensemencement des milieux gélosés, donnent des zones

d’hydrolyse de diamétres différents suivant la capacité de chaque souche & dégrader les

protéines du lait dans le milieu (figure 18).
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les souches fongiques

Figure 18 : Les diametres des zones d’hydrolyse de la caséine par les souches fongiques.

Les résultats obtenus apres l’ensemencement des laits gélosés donnent des zones

d’hydrolyses permettant la mise en évidence de 1’activité protéolytique chez sept moisissures

sur huit souches. Quatre souches sont caractérisées par des zones d’hydrolyse dont le diamétre

est inférieur a 2mm (Aspergillus sp.1, Cladosporium sp, A. flavus, Penicillium sp2 et Absidia

sp) respectivement. Une seule souche a un diamétre de 2 mm (Aspergillus terreus,) et enfin,

une souche (A.niger) a un diameétre supérieur a 4mm a été selectionnée pour la production de

protéase.

Nos résultats sont similaires a ceux obtenus par Sohail et al. (2009) qui ont détecté 1’activité

protéolytique chez 79 isolats, en utilisant la caseine comme seule source de carbone. Dans cette

référence, les auteurs ont sélectionné les isolats suivants comme protéolytiques ; des isolats du

genre Aspergillus (8 A. flavus, 2 A. fumigatus, A. nidulans, 40 A. niger, 2 A.terreus, 2 A. wentii).
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Chandrasekaran S et al., (2015) montrent les deux especes; A. niger et A. flavus
présentaient les taux les plus élevés de la zone d’hydrolyse sur les six isolats totale selectionnées
de la sole (Mannargudi- India).

Chamekh et al., (2019) ont pu sélectionner 18 isolats sur la base de la présence d’une zone
d’hydrolyse sur un milieu gélosé caseine. Sept du genre Aspergillus (A. subramanianii, A.
terreus, A.europaeus), neufs isolats appartiennent au genre Penicillium (P. flavigenum, P.
canescens, P. mariae-crucis, P. allii, P. vinaceum, P.egyptiacum, P.longicatenatum). D’autres
isolats ont montré également leur capacité a produire cette hydrolase (Tritirachium sp.,

Beauveria bassiana, Lecanicillium sp et Cladosporium sp).

Il est a noter que méme en absence d’une activité protéolytique exo-cellulaire, nous avons
observé un envahissement du milieu, comme c’est le cas chez la souche Penicillium sp:. Ceci
indique une utilisation des sucres totaux présents dans le lait comme source de carbone et
d’énergie, ou par la production d’une activité protéolytique endo-cellulaire (Debananda et al.,
2009 ; Adjimi et Kebkoub ,2019).

3.5. Recherche de I’activité pectinolytique

La révélation de la sécrétion des pectinases qui dégradent la pectine est faite par I’ajout d’une
solution d’acétate du cuivre. L’acétate de cuivre précipite la pectine non dégradée, un halo
translucide (clair) sur fond bleu clair apparait autour des colonies productrices de pectinases
(tableau 18).

Tableau 18 : La mise en évidence I’activité protéolytiques des huit souches

La souche L’activité pectinolytique
(zone hydrolyse)

Pénicullum sp.1

Aspergillus

terreus.
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Aspergillus flavus

Cladosporium.sp

Aspergillus niger

Absidia.sp

Pénicullum sp.2

Aspergillus sp.1

Les zones claires ou les zones d’hydrolyse observées donnent des diamétres différents

Montées dans la (figure 19).
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Figure 19 : Diametre des zones d’hydrolyse de la pectine par les souches fongiques.

D’apres nos résultats, nous avons remarqué que les huit souches fongiques isolées et testées
possedent une activité pectinolytique. En effet, une bonne activité enzymatique sur le milieu
pectine-agar a été observée par I’apparition de zones claires autour des colonies. La souche
A.niger présente une activité pectinolytique importante par rapport aux autres souches avec un
diametre de 4 mm ; suivi par les souches Penicillium sp, (&= 3.5) et A. flavus (= 3.5), le
reste des souches (Absidia sp A. terreus, Penicillium sp.1, Cladosporuim sp et Aspergillus sp1)
présentent une faible activité avec des diamétres d’hydrolyse de (2,5 mm, 2mm, 1,5mm,

1,5mm, 1mm) respectivement.

Nos résultats en concordances ont ceux Reddy P et al (2012) détectent que les deux
especes A niger et A flavus représentait des activité pectinolytiques importantes, les diameétre

mesurées @ = 10, 15 mm respectivement.

L’étude réalisée par Meziani et Mahcen (2017) montrent également la production de cette
enzyme par Penicillium. sp avec un diamétre mesuré a 7.6 mm et Aspergillus terreus qui a

donné un diamétre égal a 3.8 mm

Le résultat c’était : deux du genre Rhizopus comme des meilleurs producteurs, 4 isolats (T.
reesei, N. crassa, A. niger et Colletotrichum non identifié) ont eté classés comme de bons
producteurs. D’autres isolats ont montré une zone de lyse avec un diameétre plus au moins faible,
qui reflete la sécrétion de pectinase extracellulaire, il s’agit de Humicola grisea et Mucor rouxii.

Sohail et al. (2009) ont montré la capacité de production de pectinase sur un milieu gelosé a
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base de pectine uniquement chez trois isolats de moisissures. Deux isolats appartiennent au
genre Aspergillus et un isolat non identifié du genre Penicillium.

3.6. Recherche de P’activité lipolytique et estérasique

Les huit souches fongiques isolées ont été repiquees sur deux milieux contenant le Tween
20, pour tester I’activité lipasique et le Tween 80 pour tester I’activité estérasique.
La présence d’une activité estérasique et lipolytique s’exprime par la présence d’un halo

autour des colonies (Tableau 19)

Tableau 19 : la mise en évidence I’activité lipolytique (lipasique et estérasique) sur les huit

souches)

La souche Activité lipolytique Activité estérase

Pénicillium sp.1

Aspergillus terreus

Aspergillus flavus

Cladosporium.sp

Aspergillus niger
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Pénicillium sp »

Aspergillus sp.1

Les différents diamétres des zones d’hydrolyse de la matiére graisse présente dans le

milieu de culture sont mentionnés dans les (figures 20, 21) suivantes
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Figure 20 : Les diamétres des zones d’hydrolyse de Tween 20 % par les souches fongiques
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Figure 21 : les Diameétres des zones d’hydrolyse de Tween 80 % par les souches fongiques.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons constaté que les huit souches testées sont
capables de produire la lipase et I’estérase. Elles ont la capacité des dégradées les
triglycérides et les acyles esters.

L’analyse des résultats montre que la meilleure activité lipolytique (lipasique et
estérasique) a été observée chez 04 isolats (A.niger, Cladosporium.sp , A.terreus, et

Absidia.sp avec des diametres variantes de 5 a 4mm.

Plusieurs travaux ont été réalisés pour détecter la production des enzymes lipolytiques
par les moisissures et surtout les thermophiles. Citant les travaux de (Lacia M et al., 2006), qui

ont montré que A. niger a un grand potentiel pour produire les lipases extracellulaires.

Un autre travail dans le méme contexte a été publié par Abdullah K. et AL-Bader (1990),
qu’ont annoncé la production de lipase et d’estérase chez 13 isolats isolées du sol (Iraq). Quatre
du genre Aspergillus (A. candidus, A. Fumigatus, A. niger, A. terreus) et aussi 9 isolats de

différentes especes.

Nos résultats sont en accord avec Compaoré H et al., (2017) qui ont prouvées que les
souches ; A, flavus, A, fumigatus, penicillium sp, était capables de produire lipases

extracellulaires

Cependant, Ben Younes et Sayadi (2011) ont examiné la présence des lipases chez 37

isolats, les résultats obtenus montrent I’absence d’activité lipolytique chez tous les isolats testés.
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En fait, les données littéraires ont rapporté que les moisissures sont capables de produire un
grand nombre d’enzymes, qui sont d’une valeur commerciale élevée (Zhou et al. 2000 ;
Chacraborty et al., 2008 ; Avramenko et Galynkin, 2010). Ce résultat justifie aussi I’ intérét
que portent les chercheurs sur ce type de microorganismes, un intérét qui n’a cessé de
s’accroitre au cours de ces derniéres années, principalement en raison du grand nombre
d’application que les enzymes offrent dans des domaines tres variés (Keyhani et Roseman,
1999 ; Bhat, 2000 ; Mobini Dehkordi et Javan, 2012)
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Conclusion et perspective

Conclusion

L’objectif de notre travail consiste a 1’isolement et 1’identification des souches fongiques
thermophiles et mettre en évidence de I’activité enzymatique hydrolytique extracellulaire

(Amylase, protéase, cellulase, Pectinase, lipase et estérase) elaborée par les souches isolées.

Les souches fongiques (moisissures) ont été isolées a partir d’un sol proche d’une source
thermale. Les échantillons ont été prélevés a partir de deux régions ; Hammam AbdAllah
(Bouhama- Mila) et Hammam Beni Ghuecha (Ferdjioua- Mila).

En effet les cultures et la purification des prélévements effectués sur le milieu PDA, ont

permet d’isoler dix (10) souches fongiques,

L’identification des dix souches fongiques a été basé sur I’é¢tude macroscopique et
microscopique et qui a montré que ces isolats de moisissures sont repartis en quatre genres : Le
genre Aspergillus est majoritaire avec 50% regroupé en 5 espéces (Aspergillus niger,
Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus et Aspergillus spl), suivi par le
genre Penicullium avec un pourcentage de 30 %, le genre Absidia 10% et le genre

Cladosporium 10 %.

Pour la mise en évidence de I’activité enzymatique nous avons utilisé de différents milieux
gélosés sélectifs additionnés de substrat spécifique de chaque enzyme (Amidon 1%, lait écréme,
CMC, pectine, Tween 20 et Tween 80).

Les résultats obtenus aprés 1’incubation des différentes souches sur les milieux sélectifs
pour la recherche d’activité enzymatique ont montré clairement la capacité de chaque souche
sélectionnée a sécréter 1’enzyme, nous avons remarqué que la totalité des souches isolées ont la

capacité de produire les différentes enzymes,

Les deux souches Aspergillus niger et Penicillium sp présentent des activités importantes,
et sont considérées comme des moisissures  performantes pour la production de diverses
enzymes hydrolases thermostables, elles ont occupé un grand potentiel a 1’échelle industrielle

qui intervient dans plusieurs applications.
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Au vu des résultats preliminaires obtenus, cette étude de la production des enzymes

hydrolases par les souches fongiques doivent étre poursuivies, approfondies et accomplies par

les perspectives suivantes :

>
>

Analyse des parametres physicochimiques des échantillons du sol.

Identification des souches fongiques par des techniques de biologie moléculaire (PCR)
Production des enzymes par la fermentation et détermination de leur propriétés
Physiques et chimiques optimales (Température, pH, salinité...) pour I’utilisation
industrielle.

Extraction et la purification des enzymes produites par des techniques HPLC,

électrophoreses.et étudier leur mécanisme d’action
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Annexe

Annexe 01 : solutions
» Eau physiologique
Chlorure de SOAIUM .......inti e e e e ae e 9g
Bau diStIlle ... 1000ml
» Solution de chlorure de sodium (NaCl) 1M
Chlorure de SOAIUM .......uiii e e e e e e e e eaeens 58.44¢

Eau distill€e ... ..o 1000ml
Annexe 02 : Milieux pour ’isolement et la purification

» Milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

POMME A BT & e e 2009
GIUCOSE & .ttt e 209

N - 209
Bau distill. ... 1000ml

Préparation :

- Laver la pomme de terre non pelée. Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée.
- Ecraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat a la solution d’agar.

- Ajouter le glucose.

- Compléter le volume a 1000ml.

- Ajuster le pH=6.4 a 25°C

- Stériliser par autoclavage a 121°C pendant 15min.



Annexe

Annexe 03 : Milieux pour les tests enzymatique

» Milieu PDA a 1% d’amidon

Amidon SOIUDIE. ...t e 10.0¢

N . 1 150¢g
KN O 3 e 0.5 g/l
KoHP O e 1.0 g/l
MOS0 et 0.2 g/l
O O P 1.0 g/l
T 0.001 g/l
Eau distillee .....onvrii i 1000 ml

Stérilisation & 120°C pendant 20 min.

» Milieu lait gélosé a 20% d’agar

Lait CTEME. .. ..ottt 100g
F N2 PP 20g
BAU AISEHIEE. ...ttt et eae e ae e e 1000ml

- Dissoudre I’agar dans de I’eau distillé chaude.

Agiter jusqu'a homogénéisation pour obtenir 1’eau gélosée.

- Stériliser par autoclavage a 121°C pendant 20 min.
- Ajouter le lait écrémé stérile juste avant 1’utilisation du milieu.
» Milieu CMC agar
CellUIOSE ... 7.009g
N P 15 g/l
NAHPOS .o 6.0g/l



T 0.5 g/1
NHICL e 1.00 g/l
EXtrait de leVUIE ... 3.00 g/l
Bau distille ... 1000ml

Stérilisation a 120°C pendant 20 min.

» Milieu lait gélosé a 20% d’agar

Lait €CTEME. ... ettt 100g
N2 P 20g
BAU QISHITEE.......eceice et e 1000ml
- Dissoudre I’agar dans de ’eau distillé chaude.
- Agiter jusqu'a homogénéisation pour obtenir I’eau gélosée.
- Stériliser par autoclavage a 121°C pendant 20 min.
- Ajouter le lait écrémé stérile juste avant I’utilisation du milieu.
» Milieu pectine —agar
PECLING ...ttt 5¢
EXtrait de LIeVUIe. .. ..ot 59
N ) 20g
BaU diStil€. .. ...eett i 1000ml
Stérilisation a 120 ° pendent 20 min.
» Milieu a base de Tween 80
TWEEN 20 . .ottt e, 1%, viv
POPIONE ..o s 100 g
NG L o s 5.049/



Annexe

Bau distill. .. ... 1000 ml
Sterilisation a 120 ° pendent 20 min.

> Milieu a base de Tween 20

W 20 oo e e, 1%, v/v
POPIONE ..o s 10.0 g
N o e ———— 5.09/l
A T e 18.0g
Bau distille. . ... 1000 mi

Stérilisation a 120 ° pendent 20 min.
Annexe 04 : les indicateurs colorés
» Rouge Congo a 0.1%
ROUGE CONGO. .. ettt ettt ettt e e et e et e e staeeabaesabeabeesbbeebeesreeenes 0.1g
Bau distillée ..o 1000ml
- Dissoudre 0.1g de rouge Congo dans un petite volume d’eau distillée puis compléter le
volume jusqu’a 100ml

» Eauiodée (Lugo)

L0 et 19
lodure de potasSIUM ... ... oouiititit i e 29
BaU diStille ...t 1000ml

- Dissoudre 2g d’iodure de potassium dans un peu d’eau distillée puis ajouter 1g diode
- Compléter a 100ml d’ecau distillée (ajouter éventuellement un peu d’iode pour
permettre la dissolution totale de I’iode).
> Acétate de cuivre 2 0.7%
ACELALE A€ CUIVIC ...ttt e et et e e et aeeeaaeaas 7.59
Bau distille. ... 1000ml
- Dissoudre 7.5g de I’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillé puis compléter

le volume jusqu’a 100ml
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Abstract

Abstract

Through this study, we were interested in the identification of the Enzymatic activities of

fungal strains of local origin.

For this we have carried out a Sampling from an extreme environment "Soil near a thermal

spring” Hammam Beni Guecha and Hammam Bouhamma in the wilaya of Mila.

The isolation of fungal strains was performed by the suspension-dilution technique
Inoculated on PDA medium. Macroscopic and microscopic identification revealed 10 Fungal
isolates. The macroscopic and microscopic study of the fungal strains showed That the ten mold
strains isolated represent 4 genera namely Penicillium, Aspergillus, Absidia and Cladosporium.
The statistical analysis showed in decreasing order That the majority genus was Aspergillus
with a frequency of 50%, followed by the genus Penicillium with a percentage of 30% and

finally Absidia and Cladosporium with a Percentage of 10%.

Enzyme activity tests: cellulase, amylase, protease, pectinase, esterase, and Lipase were

performed on a specific medium for each enzymatic activity.

The Results obtained show that all the fungal strains present at least one Enzymatic activity.
The enzymatic tests revealed that the strain Aspergillus niger is the most efficient for the

production of all the enzymes.

The results indicate the richness of the collected sample of fungal strains capable of to
produce important enzymatic activities. Indeed, the soil surrounding the hot springs is a
potential source of enzymes that can be thermoresistant and therefore very interesting for their

industrial applications.

key word: Fungal Strains, Isolation, Identification, Enzyme Activity, Thermal source
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Résumé :
A travers cette étude, nous nous sommes intéressés a la mise en évidence des activités Enzymatiques
des souches fongiques d’origine locale. Pour cela nous avons effectué un Echantillonnage a partir d’un

milieu extréme « Sol proche d’une source thermale » Hammam Beni Guecha et Hammam Bouhamma

dans la wilaya de Mila.

L’isolement des souches fongiques a été réalisé par la technique de suspension-dilution Ensemencé
sur milieu PDA. L’identification macroscopique et microscopique a révélé 10 Isolats fongiques. L’étude
macroscopique et microscopique des souches fongiques a montré Que les dix souches de moisissures
isolées représentent 4 genres a savoir Penicillium, Aspergillus, Absidia et Cladosporium. L’analyse
statistique a montré par ordre décroissant que le genre majoritaire était Aspergillus avec une fréquence
de 50 %, suivi du genre Penicillium avec un pourcentage de 30 % et enfin Absidia et Cladosporium avec

un Pourcentage de 10%.

Des tests d’activités enzymatiques : cellulase, amylase, protéase, pectinase, estérase, et Lipase ont
été effectués sur un milieu spécifique pour chaque activité enzymatique. Les Résultats obtenus montrent
que la totalité des souches fongiques présentent au moins une Activité enzymatique. Les tests
enzymatiques ont révélé que la souche Aspergillus niger est la Plus performante pour la production de
toutes les enzymes testées Les résultats indiquent la richesse de 1’échantillon prélevé de souches
fongiques capables De produire d’importantes activités enzymatiques. En effet, le sol environnant des
sources Chaudes est une source potentielle d’enzymes pouvant étre thermorésistantes et donc tres

Intéressantes pour leurs applications industrielles.
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