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Introduction

Introduction géenérale

La qualité de la vie sur terre est inextricablement liée a la qualité globale de
I'environnement et les sols sains sont essentiels pour soutenir un environnement qui offre un
habitat pour la population humaine mondiale. En réalité, les sols contaminés sont de plus en
plus fréquents ce qui représente l'un des principaux problémes auxquels nous sommes
confrontés aujourdhui. La pollution de l'environnement est en augmentation en raison des
activités humaines telles que I'explosion démographique, les pratiques agricoles I'urbanisation
anarchique, la déforestation, l'industrialisation rapide et l'utilisation non judicieuse des
réservoirs d'énergie et d'autres activités anthropiques. Parmi les polluants qui posent des
problemes environnementaux et de santé publique en raison de leurs toxicités sont : les
engrais chimiques, les métaux lourds, les déchets nucléaires, les pesticides, les herbicides, les
insecticides et les hydrocarbures. (Vidali., 2001 ; Sharma., 2020 ; Mayans et al., 2021).

Aujourd'hui, les normes environnementales internationales accordent une attention
croissante au traitement de ces effluents aprés leur déversement. Il existe différentes
méthodes de traitement, comme les procédés physico-chimiques et biologiques, suscite un
grand intérét pour l'élimination de ces composes toxiques. Plusieurs methodes physico-
chimiques traditionnelles, telles que I'adsorption, I'oxydation photochimique, I'échange d'ions,
les procédés d'oxydation avancée, lI'ozonation, I'extraction, la précipitation, la floculation avec
des agents chimiques..., ont été utilisées, avec plus ou moins de succes. Cependant, en raison
des inconveénients de ces procédés, tels que leur colt élevé, la présence de grandes quantités
de solvants chimiques et la formation de sous-produits toxiques et créent une secondaire
pollution. Pour toutes ces raisons il est absolument nécessaire de trouver des alternatives
écologiques et rentables pour protéger la santé humaine et la biodiversité, cette alternative est
le traitement biologique : bio dépollution ou biorémédiation, basées sur I’utilisation des
microorganismes (bactéries, champignons, algues) et leur catalyse enzymatique. (Mtibba,
2019 ; Ben Alli, 2021).

Dans la bioremédiation, les champignons sont les microorganismes les plus étudiés en
raison de leur capacité a se propager dans le sol via leur mycélium, a produire des enzymes
extracellulaires avec un large éventail de spécificités de substrat, a tolérer les polluants et a

s'adapter a des environnements parfois extrémes.
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Les champignons jouent un r6le majeur en tant que décomposeurs et symbiotes dans
tous les écosystemes, y compris les sols et les habitats aquatiques, grace a leur morphologie
robuste et leur dévers capacité métabolique. Ils sont particulierement adaptés a l'opération de
la bioremédiation. (Deshmukh et al., 2016).

Le présent travail est une synthése des articles scientifiques pour I’objectif est d’étudier
les potentialités des champignons filamenteux et leurs enzymes (les enzymes ligninolytiques).
Dans ce travail on s’intéresse aux champignons filamenteux isolés a partir des milieux

extrémes et leurs enzymes impliquées dans la bioremédiation.



Premiere partie :
Syntheses bibliographique



Chapitre 01 :
Champignons filamenteux



Chapitre 01 Champignons filamenteux

Chapitre 1 : Les champignons filamenteux

1.1. Généralité

Le régne des mycotes, ou mycetes, est l'une des cing régnes vivants. Il concerne les
champignons, qui sont des organismes eucaryotes ubiquitaire trés répandus dans la nature. lls
se distinguent par leur biodiversité importante et leur réle critique dans un large éventail
d'écosystémes (Mueller et Schmit, 2007 ; Powers-Fletcher et al., 2016). Les organismes
fongiques se distinguent par la présence d'une paroi de chitine, un polysaccharide trés
résistant composé de résidus de N-acétylglucosamine (Carlile et al., 1994), de glucanes
(polyméres de molécules de D-glucose), et d'une membrane plasmique contenant de
I'ergostérol.(Mtibba, 2019).

Les champignons peuvent étre unicellulaires (levures) ou pluricellulaires filamenteux
(mycélia) (Powers-Fletcher et al., 2016), lls sont hétérotrophes (dépourvus de chlorophylle,
incapables de faire la photosynthése), Les champignons possedent un appareil vegétatif ou un
thalle simplifié qui ne porte pas de cellules différenciées L’appareil végétatif se compose
d’¢lément de base appelé hyphe qui forme un réseau de filaments ramifiés ; le mycélium
(Cavalier-Smith, 2004).

1.2. Mode de vie

Les champignons sont classés selon leur mode de vie en trois grandes catégories : les

saprophytes, les parasites et les symbiontes.

1.2.1. Les saprophytes

Utilisent la matiere organique morte ou en décomposition (bois, humus, fruits, cadavres)
et contribuent ainsi au recyclage des composés organiques dans la forét. lls transforment la

matiére végétale morte en humus. (Lutzoni et al., 2004).

1.2.2. Les parasitismes

Les champignons parasites vivent en dépendance d'autres organismes appelés hotes. Ils
profitent de leurs hotes sans rien donner en retour car ces derniers leur permettent de se

nourrir, de s'abriter et de se reproduire. (Nigg et Bernier, 2017 ; Lo Presti et al., 2015).

1.2.3. La symbiose mutualiste

Les champignons symbiotiques ont développé une relation mutualiste, association avec

un végétale autotrophe, chacun des deux organismes tire profit de cette association. La

3
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symbiose permet de créer des étres nouveaux, comme les lichens ou les mycorhizes.
(Duponnois et al., 2013 ; Marouf et Reynaud, 2007).

1.3. Mode de reproduction

Les champignons se reproduisent principalement par l'utilisation de spores, qui sont des
structures unicellulaires ou multicellulaires de formes et de tailles diverses capables de
reproduire I'espéce fongique aprées germination. Les spores peuvent se former par voie
asexuée sont produites soit dans des sporanges, soit a partir de cellules d’hyphes appelées;
cellules conidiogénes, ou par voie sexuée suite a une fécondation assurée par des gametes ou
des spores formées a la suite d’une méiose (ascospores ou basidiospores). (Carlile et
Watkinson, 1994 ; Jennings et Lysek, 1996 ; Ben Ali, 2019).

Stade

hétérocaryotique
Structures productrices \
de spores Plasmogamie Caryogamie
(Fusion des cy(oplasmes) (Fusion des noyaux)

Reproduction Mycelium Reproduction Zygote

\ )

Germination

Spores

\ asexuée
Germination
Méiose

Spores /
D Stade haploide (n) "\Structures productrices

de spores

‘:I Stade hétérocaryotique
(noyaux non fusionnés de parents différents)

[ ] stade diploide (2n)

Figure 1. Multiplication végétative (a gauche) et cycle monogenétique halplophasique Mucor
(a droite). (Ben Ali, 2021).

1.4. Phylogénie et classification des champignons

La classification traditionnelle des champignons filamenteux basée sur les critéres
phénotypiques (morphologiques et/ou biochimiques) et sur le mode de reproduction sexuée.
Le regne fongique se décompose en 4 divisions: Chytridiomycetes, Zygomyceétes,

Basidiomycétes et Ascomycetes.
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Ascomycetes : Champignons qui produisent des filaments ou des levures, et se
reproduisent sexuellement avec des spores formées a l'intérieur d'un ascus. (McLaughlin et
al., 2009).

Basidiomycetes : Champignons qui produisent des filaments ou des levures, et se
reproduisent sexuellement avec des spores formées a I'extérieur sur une baside. (McLaughlin
et al., 2009).

Zygomycota : especes filamenteuses coenocytaires qui n'ont pas de fructifications

complexes. (McLaughlin et al., 2009).

Chytridiomycetes : les champignons possédant des cellules flagellées a un moment ou a
un autre du cycle de vie. (McLaughlin et al., 2009).

1.5. Champignons extrémophiles

Un organisme extrémophile est un organisme qui peut vivre en dehors de la gamme
"normale” d'au moins un facteur environnemental et se developpent de maniere optimale

dans des conditions mortelles. (KristjAnsson et Hreggvidsson, 1995).

1.5.1. Champignons thermophiles

Thermophile est défini comme un organisme qui a ses conditions optimales de
croissance a température limite située entre 55 et 60°C. (KristjAnsson et Hreggvidsson,
1995).

1.5.2. Champignons halophiles

Les halophiles sont un type de micro-organismes qui vivent dans des environnements
fortement salés et qui dépendent de la salinité pour survivre dans de nombreux cas
(DasSarma, 2001). Dans le cas d'une forte concentration de sels, les organismes doivent étre

en mesure de s'adapter physiologiquement a de telles altérations osmotiques. (Oarga, 2009).

1.5.3. Champignons acidophiles et alcalophiles

Les alcalophiles sont des micro-organismes qui se développent de fagon optimale a des
niveaux de pH supérieurs a 9. Les acidophiles sont définis comme des organismes capables de
développer jusqua un pH de 1,0 et ayant une croissance active a un pH<4.0 (Horikoshi,
1999 ; Morozkina et al., 2010).
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Chapitre 2: La bioremediation

La biotechnologie se concentre sur le développement de " Clean up technologies" qui
mettent l'accent sur la production maximale, la réduction de la production de déchets, le
traitement et conversion des déchets en une forme utile. En outre, ces technologies propres se
concentrent sur l'utilisation de méthodes biologiques pour l'assainissement des déchets. L'une
de ces méthodes biologiques est la bioremédiation. ( Kulshreshtha et al., 2014 ; De la Cueva
et al., 2016).

2.1. Bioremédiation

Le terme de bioremédiation a été introduit pour décrire le processus d'utilisation
d'agents biologiques (bactéries, champignons ou plantes) pour éliminer les déchets toxiques
pour la santé humaine et I’environnement. (Vidali, 2001 ; Singh, 2014 ; De la Cueva et al.,

2016 ). Il existe trois classifications de la bioremediation :

e Biotransformation - la transformation de molécules contaminants en molécules

moins ou non dangereuses. (Leung, 2004)

e Biodégradation - la décomposition de substances organiques dans de plus petits

molécules inorganiques.

e Minéralisation - est la compléte biodégradation des matieres organiques en

constituants inorganiques tels que le CO2 ou H204.

Ces trois classifications de la bioremédiation peuvent se produire soit in situ (sur le site
de la contamination) ou ex situ (le contaminant est retiré du site de la contamination et traité
ailleurs). (Mougin et al., 1996 ;Leung, 2004 ; Azubuike et al., 2016).

Les champignons jouent un rdle majeur dans la bioremédiation en raison de leur
morphologie robuste et leur capacité métabolique diversifiée. Les champignons peuvent
survivre dans une grande variété d'habitats complexe servant d'emplacement principal pour la

colonisation fongique ainsi que les habitats d'eau douce et d'eau de mer. (Deshmukh, 2016).

Différentes approches et méthodes appliquées dans le processus d'assainissement
microbien telles que la bioatténuation, la biostimulation, la bioaugmentation pour éliminer les
polluants toxiques des terrains contaminés. (El Fantroussi et Agathos 2005 ; Saha et al.,
2021).
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2.2. La mycoremédiation

La mycoremédiation est une forme de bioremédiation qui repose sur Il'utilisation des
champignons pour I'élimination des déchets de I'environnement. Les champignons possedent
des mécanismes enzymatiques pour la dégradation des déchets/polluants. Les champignons
utilise différent méthodes pour la décontamination des sites polluée et stimulée
I’environnement parmi ces méthodes est la  biodégradation, la  bioabsorption et la
bioconversion. (Adenipekun et al., 2014 ; Kulshreshtha et al., 2014).

2.3. Facteur influencant la mycoremédiation
2.3.1. Les facteurs biologiques

Les facteurs biotiques affectent la dégradation des composés organiques est la
compétition entre les microorganismes pour des sources de carbone limitées, des interactions
antagonistes entre microorganismes. Le taux de degradation des contaminants dépend souvent
de la concentration du contaminant et de la quantité de "catalyseur” présent. (Goltapeh et al,.
2013 ; Abatenh et al., 2017 ; Sharma,2020 ).

2.2.2. Les Facteurs environnementaux

La croissance et l'activité des micro-organismes sont affectées par le pH (impact sur
l'activité métabolique microbienne), la température (accélérer ou ralentir Le processus de
bioremédiation), I'numidité (Les microorganismes ont besoin d'une quantité d'eau suffisante
pour accomplir leur croissance), L'ajout de nutriments ajuste I'‘équilibre essentiel des
nutriments essentiels a la croissance et a la reproduction microbiennes, ainsi que ayant un
impact sur la vitesse de biodégradation et I'efficacité, et la concentration d'oxygene (La
dégradation biologique est s'effectue dans des conditions aérobies et anaérobies). (Abatenh et
al., 2017 ; Sharma, 2020 ).
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Chapitre 3: Les enzymes fongiques impliquées dans
la bioréemeédiation

De nombreuses études en sols ont démontré I'utilité et 1’efficacité des champignons
pour la bioremédiation (Haemmerli et al., 1986; Eggen et Majcherczyk, 1998; Bogan et al.,
1999 ; Anastasi et al., 2013). Les avantages principaux des champignons par rapport aux
bactéries sont leur capacité a se propager dans les sols grace a leur mycélium (Verdin et al.,
2004). Les champignons peuvent exploiter des conditions de vie marginales en grande partie
parce qu'ils produisent des enzymes inhabituelles capables d'effectuer réactions chimiquement
difficiles (Viswanath et al., 2014 ; Shraddha, 2011). ces enzymes sont exploitées dans
plusieurs domaines industriels et biotechnologiques tels que la décomposition des polluants
(Demirjian et al., 2001).

3.1. Les enzymes ligninolytiques produites par les champignons extrémophiles

Les enzymes ligninolytiques sont applicables a I'hydrolyse des résidus agricoles
lignocellulosiques, en particulier pour la dégradation de la lignine (figure.3), constituant

complexe et récalcitrant (Nigam, 2013).

3.1.1. Oxydases

C'est le principal systeme enzymatique de dégradation du polymere ligneux par la
sécretion des enzymes collectivement appelées "ligninases”. Les ligninases peuvent étre
classées soit comme phénol oxydases (laccase) ou comme heme peroxydases (lignine
peroxydase (LiP), manganese peroxydase (MnP) et peroxydase polyvalente (VP) (Dashtban
et al., 2010).

3.1.1.1. Phénol oxydase (laccase)

Les laccases (EC1.10.3.2) sont des ‘oxydases bleues multicuivres, qui catalysent
I’oxydation monoélectronique d’un large spectre de substrats, par exemple, les ortho- et para-
diphénols, les polyphénols, les aminophénols et les amines aromatiques ou aliphatiques,
couplée a une réduction complete a quatre électrons d’O2 en H2O. en présence de certains
substrats auxiliaires, la laccase peut également oxyder des substances non phénoliques
(Cullen et Kersten, 2004 ; Dashtban et al., 2010 ; Viswanath, 2014).
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3.1.2. Peroxydase

Les peroxydases sont classées en lignine peroxydase (LiP), peroxydase de manganése
(MnP) et peroxydase versatile (VP). En fonction de leur source et de leur activité. Sont trés
appréciées pour les processus biotechnologiques tels que la bioremédiation. (Deshmukh,
2016).

3.1.2.1. Lignine peroxydase

Les LiP (EC 1.11.1.14) Les peroxydases de la lignine sont protéines héminiques
sécrétées principalement par le champignon de la pourriture blanche. Pendant métabolisme
secondaire. En présence de cosubstrat H202 et d'un médiateur comme l'alcool veratrylique,

les LiP deégradent la lignine et autres composés phénoliques. (Karigar et Rao, 2011).

3.1.2.2. Magnesium peroxydase

MnP (EC 1.11.1.13) est une enzyme hémique extracellulaire provenant dun
champignon basidiomycete dégradant la lignine, qui oxyde Mn2+ en oxydant Mn3+ dans une
réaction a plusieurs réaction en plusieurs étapes. Le Mn2+ stimule la production de MnP et
fonctionne comme un substrat pour la MnP. Le Mn3+, généré par la MnP, agit comme un

médiateur pour l'oxydation de différents composés phénoliques. (Karigar et Rao, 2011).

3.1.2.3. Peroxydase versatile

La peroxydase versatile (VP) (EC 1.11.1.16) également connue sous le nom de
peroxydase hybride (manganese-lignine peroxydase), peroxydase VP sont des enzymes
spécifiques a un large substrat, capables de d'oxyder des composés phénoliques et non
phénoliques. (Deshmukh, 2016 ; Kumar et Chandra, 2020).



Chapitre 03 Enzymes fongiques impliquées dans la bioremédiation

CO2 «— /QZ
Fungal Hyphae 5 § @
S PO . i

Accessory Enzymes
(GLOX, AAO & AAD)
Phenol Oxidase m P d
(Lacase) eme Peroxidase | =
HxO
(0} U U
v
( H202
al| >2H20 LiP /Mj%
_ mnfi) Mn m)<—|
©
v H>O» )
Free radicals Cheiated ! Cyclic redox
p __Intermediate an) reactions
[ redicals Y
b l .
LMS 'l 02
" Reactive| n i
L« p-Quinons  radicals < Fe?
c | |
k
h g ik
OH
Strong oxidizer
NV p P g WV
Low molecular weight < Lianin Polymer = !
breakdown products I 9 y <

A présentation schématique du processus de biodégradation de la lignine chez les champignons
de la pourriture blanche. (a) Oxydation du substrat par réduction du dioxygene en 2 molécules d'eau
conduisant a la formation de radicaux libres. (b) Les radicaux libres agissent comme des substrats
intermédiaires pour les enzymes (LMS). (c) Formation de médiateurs qui peuvent quitter le site
enzymatique et subir des réactions non enzymatiques de polymérisation oxydative ou de
dépolymeérisation du polymére de lignine. (d) Les LMS participent & la ligninolyse. (e) Formation de
radicaux intermédiaires, tels que les radicaux phénoxy et les cations de radicaux d'alcool vératrylique
via une réaction de transfert d'électrons a plusieurs étapes. (f) Décomposition C o -C § donnant des p-
quinones. (g) repolymérisation. (h) Oxydation directe de substrats aromatiques non-phénoliques par le
LiP. (i) Activation de I'oxygéne dans les réactions d'oxydoréduction cycliques impliquant le QR. (j)
Réduction du fer ferrique (k) Réoxydation du fer ferrique réduit par réduction de H 2 O 2 et libération
du radical libre hydroxyle (OH). (I) OH " initie l'attaque de la lignine. (m) Oxydation du Mn(ll) en

Mn(lH1) qui est ensuite chélaté par I'oxalate ou d'autres chélateurs. (n) Le complexe Mn(I11) chélaté
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agit comme un médiateur redox réactif de faible poids moléculaire et diffusible pour I'oxydation du
substrat phénolique. (0) Formation de radicaux réactifs en présence d'un second médiateur (tels que les
radicaux d'acide acétique, les radicaux peroxyle, les radicaux superoxyde et formate) pour I'oxydation
du substrat non phénolique. (p) Enfin, les composeés de faible poids moléculaire sont ensuite absorbés
par les hyphes fongiques et convertis en CO 2. Abréviations : LMS - Laccase Mediate System ; LiP -
Lignine Peroxidase ; MnP - Mangenese Peroxidase ; VP - Versetile Peroxidase ; GLOX - Glyoxal
Peroxidase ; AAO - Aryl Alcohol Oxidase ; AAD - Aryl Alcohol Dehyrogenase ; QR - Quinon
Reductase ; OH - Radical hydroxyle libre

Figure 2. Schéma explicative de la dégradation de la lignine par les champignons de la
pourriture blanche (Paliwal et al., 2012).
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Chapitre 4 : Matériel et méthodes

Plusieurs études ont été menées pour étudier le réle des champignons filamenteux dans
la bioremédiation et la dégradation des composes organiques pour réduire la pollution des
différents habitats écologiques. Le présent document représente une synthese d’articles
scientifiques, ou on s’intéresse aux enzymes produites par les champignons filamenteux et qui
sont impliquées dans la dégradation de la lignine, qui est considérée comme l'un des

composants majeurs des déchets sur terre.

4.1. Analyse du sol

Les sols sont des environnements trés complexes caractérisés par une énorme diversité
d'organismes, en particulier des microorganismes, et des composés chimiques et par une

structure physique complexe. (Guenet, 2011).

Les caractéristiques chimiques et physiques du sol sont particulierement importantes
pour comprendre la dans les systémes de gestion intensive, Le carbone organique (C), I’azote
total (N), le teneur de I’humidité et le pH du sol sont les principaux constituants mesurés dans

le cadre d'une I'analyse conventionnelle des sols. (Cozzolino et Moron, 2003).

Le pH des échantillons de sol est mesuré a l'aide d'un pH-métre, et I'humidité est
déterminée en calculant la différence de poids entre I'echantillon de sol frais et I'échantillon de
sol sec (méthode gravimetrique), la conductivité (salinité) est déterminée a l'aide d'un
conductimetre sur un extrait aqueux au 1/5 du sol ou par un salinomeétre. La matiere organique
et le carbone organique total sont déterminer par la méthode de titrage au dichromate, et
I'azote total est déterminé par la méthode de digestion Kjeldahl. (Ali et al., 2013 ; Meddich et
al., 2015).

4.2. Isolement des champignons filamenteux extrémophiles

Les champignons du sol ont été isolés par la méthode de dilution du sol (Davet et
Rouxel, 2000) présentée dans la figure 4, ou dans les conditions extrémes les
microorganismes se trouvent sous forme de spores. Les échantillons de sol ont été dilués en
série avec l'eau distillée. La dilution a été inoculée sur des plaques de milieu Potato Dextrose
Agar (PDA) additionné de 15% de NaCl et les plaques inoculées ont été incubées a 35°C
pendante semaine. (Ali et al., 2013).
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1g d'échantilion de sol

e Suspension mére

Incubation & 37 C°/ 2448 h

Figure 3. Schéma montre I'isolement des champignons par la méthode de suspension-dilution
(Boukhatem et Djerourou, 2019).

4.3. Identification des champignons filamenteux
4.3.1. Identification macro et microscopique

L'identification des champignons fait essentiellement appel aux caractéres culturaux
(identification macroscopiques) et a la morphologie (identification microscopiques). (Botton
et al,. 1999 ). Les observations macroscopiques et microscopiques des structures fongiques

réalisées pour identifier la classe, l'ordre, le genre et I'espéce des souches isolées.

Les champignons isolés ont été identifiés jusqu'au niveau du genre et de l'espéce, sur
la base de critéeres macro morphologiques (les colonies ont été examinées pour déterminer si
leur croissance était lente ou rapide, leur topographie plate, en tas, pliée de maniére réguliére
ou irréguliére), leur texture (levure, poudreuse, granuleuse, ), la pigmentation de surface et la
pigmentation inverse) et micro morphologique (hyphes, macro conidies, micro conidies,
chlamydospores et autres structures fongiques particulieres) en utilisant des milieux
appropriés, des cultures sur lame et les clés d'identification les plus récentes. (Raja et al.,
2017).
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4.3.1. Identification moléculaire

Selon le travail du Alsohaili et Bani-Hasan, (2018), I'extraction de I'ADN génomique
des champignons a été réalisée a partir d'une culture PDA d'une semaine a l'aide du DNeasy
Plant Mini Kit (fourni par QIAGEN). Des amorces (ITS1 et ITS4) ont été utilisées pour
amplifier I'espaceur transcrit interne ribosomal (ITS). Les produits de la PCR ont été purifiés
a laide du kit de purification rapide de la PCR QIA. Les séquences obtenues ont été
comparées aux autres séquences apparentées en utilisant la recherche BLAST dans GenBank
(NCBI).

4.4. Criblage fongique pour la détection des activités ligninolytiques
4.4.1. Test de décoloration des colorants

D’aprés Lee et al., (2014) Une méthode de décoloration de colorant a été utilisée
comme methode de criblage pour déterminer si les champignon de pourriture blanche étaient
capables de dégrader les HAP. Le Remazol brilliant bleu R est considérablement décolorée
par les champignons dégradant la lignine .Pour utiliser cette méthode, les champignons ont été
inoculés sur de la MEA (malt extrait agar) a 2% contenant 100 mg/L de RBBR et incubés a
27 °C. La boite de Pétri a été observée quotidiennement afin de déterminer le temps

nécessaire a la décoloration de la boite entiere.

4.4.2. Test de I'acide gallique

Dans le travail de Lee et al., (2014) montre qu’il y a une forte corrélation a été constaté
entre la capacité des basidiomycéetes d'oxyder l'acide gallique en sa forme quinonique de
couleur marron dans la gélose et la possession d'une capacité ligninolytiques. Pour
caractériser les champignons, l'oxydation de l'acide gallique a été mesurée a plusieurs
reprises. Les champignons ont été inoculés sur de la MEA a 1,5 % complétée par 5 g/L

d'acide gallique et incubés a 27 °C.

4.4.3. Test au gaiacol

La MEA avec un supplément de 0,2 % (v/v) de gaiacol a également été utilisée
comme agent de criblage de Lac et de peroxydases (Per). Dans les champignons, une méthode
de criblage a été utilisée pour déterminer la production de Lac et de peroxydases (Per).
L'oxydation du gaiacol en sa forme rouge-brun dans la gélose indique la présence d'une
activité Lac et Per dans les champignons. Chaque champignon a été inoculé dans boites de

Pétri avec un bouchon de 7 mm de diamétre dans le milieu ci-dessus, et les cultures ont été
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incubées a température optimale pour la croissance pendant 20 jours. Les boites de Pétri de
chaque cas ont été examinées visuellement tous les jours pour surveiller la production d'une

couleur brun-rougeétre due a I'oxydation du gaiacol. (Batista-Garcia et al., 2017).

4.5. Production et purification des enzymes

Selon le travail d’Arora et Gill (2005) La production des enzymes ligninolytiques a
éte étudiée en bouillon de sels minéraux (MSB) limité en azote. Dix millilitres de MSB ont
été prélevés dans des flacons Erlenmeyer de 100 ml stérilisés par autoclavage a une pression
de 15 Ib pendant 20 minutes et inoculé avec deux disques de mycélium (8 mm de diametre)
prélevés a la périphérie d'une colonie fongique cultivée depuis 6-7 jours de croissance de la
colonie fongique sur des plagues YGA. Les flacons ont €té incubés a 25 + 1°C comme
cultures stationnaires. Tous les 2 jours, des séries de flacons en triple exemplaire ont été
traitées pour une période totale de 20 jours. Le contenu de chaque flacon a été filtré sur du

papier filtre Whatman no. 1 et centrifugé a 10 000 tours/min pendant 20 minutes.
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Chapitre 5 : Résultats et discussion

5.1. Analyse des sols

Les résultats de Meddich et al., ( 2015) sur I’analyses des paramétres physico-
chimiques de sol sont présentés dans le Tableau 1.

Tableau 1. les résultat d'analyses du sol (Meddich et al., 2015).

Parametres physicochimiques Résultats

Humidité en % 10,79+0,7850

Matiere organique en % 1,92+0,040

pH 7,9340,055

Azote total % 0,15+0,007

Carbone organique totale en % 1,11+0,1135
Conductivité électrique en ms/cm 3,45%0,0655

5.1.1. pH

En général, le pH du sol se situe entre 5 et 9 (Atlas et Bartha, 1981 ; Sommers et al.,
1981). Selon Meddich et al., ( 2017) le pH de sol est (7,93) , dans le travail de Cantrell et
al., (2006) le pH du sol variait de7.3 a 8.2, dans le travail du Ismail et al., (2017) les
échantillons de sol prélevés autour des lacs présentaient des valeurs de pH allant de7,83 a
8,12, et le pH du sol pour tous les échantillons était supérieur a 7 selon 1’étude de Zaiad,
(2010).

5.1.2. Humidité

Pour mesurer I’humidité la méthode gravimétrique est la meilleure technique, Selon
Lee et Hwang (2002), ’humidité d’un sol est :

e Faible, quand le pourcentage d’humidité est entre 2.0% et 9.0%.

e Modérée, quand le pourcentage d’humidité est entre 9.1% et 13.0%.

e Elevée, quand le pourcentage d’humidité est entre 13.1% et 20.0%.
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Selon le travail de Meddich et al., (2017) le sol présente une faible humidité (<11%) ,
I’humidité selon le travail de Bronicka et al., (2007) est entre 0.09 et 0.2 g/g, et La teneur en
humidité des échantillons de sol était comprise entre 6,9 % et 5 % dans le lac Khadra dans le
travail du Ismail et al., (2017).

5.1.3. Salinité et la conductivité électrique

Le sol étudié dans le travail de Meddich et al., (2017) est fortement salé selon le tableau
2. Et selon le travail de Bronicka et al., (2007) La conductivité électrique est entre O et
0.1981, La salinité dans les étangs salés de I'Adriatique variait de 3 % a 30 % qui étudie par
Butinar et al., (2005) , La salinité est un facteur important pour déterminer que le milieu ou

I’habitat est extréme pour faire I’isolement.

Tableau 2. La salinité de sol en fonction de leur conductivité électrique (Gueye, 2013).

Qualite du Non salé Legerement Salé Tres salé Extrémement
sol
Salé Salé
Extrait 1/5 <0.50 0.50-1.00 1.0-2.0 2.0-4.0 >4.0
(ms/cm)

5.1.4. Matiere organique

Selon les résultats du Bronicka et al., (2007) Le matiere organique est 1.37% et dans le
travail de Meddiche et al ., (2017) Le pourcentage en matiére organique est de 1,92%, Les
sols autour des lacs de Wadi-EI-Natrun avec un taux de matiére organique (1,5 - 2,49 %)

selon le travail du Ismail et al., (2017).

Selon Meddich et al., ( 2017) le pH de sol est avec un réaction alcaline, aussi le pH de
sol étudiée par Ismail et al., (2017) et Cantrell et al., (2006) est légerement alcalines ces
régions exprime une concentration élevée d’ions de ’hydrogeéne. Dans les travaux réaliser par
Zaiad, (2010) Le pH du sol pour tous les échantillons est alcalin. Sous des conditions
alcalines, la solubilité des minéraux diminue au point de provoquer des carences en

nutriments.

Selon Ismail et al., (2017) La teneur en humidité des échantillons de sol est faible selon
I’intervalle du Lee et Hwang (2002), aussi dans le travail du Meddich et al., (2015) le sol est
sujet a un déficit hydrique.
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Selon Bronicka et al., (2007) les conditions du sol étaient non salines en raison des
orages réguliers qui ont pu entrainer des sels de la couche arable . Au contraire du Meddich et
al., (2015) qui est trouvée que Le sol de la palmeraie de Marrakech (Maroc) fortement salé a
cause de le desséchement des sols et les taux d'évaporation élevés dans cette région qui
provoquent l'accumulation de sels a la surface du sol, aussi le sol de le travail du Butinar et

al., (2005) est salé soumis a I’évaporation.

Selon Ismail et al., (2017). Les sols autour des lacs de Wadi-EI-Natrun ont été
récemment assainis et dépendent de I'humus et de différents types d'engrais, ce qui peut
expliquer leur teneur élevée en matiére organique. Mais le matiére organiques du sol étudié
par Meddich et al., (2015) est pauvre a cause de salinité et stress hydrique limitent

I'assimilabilité des éléments nutritifs.

5.2. Isolement des champignons filamenteux extrémophiles

Pour I’isolement des champignons filamenteux extrémophiles la premiere étape consiste
a choisir le site ou I’habitat du ces champignons filamenteux d’intérét et pour isoler les

champignons extrémophiles les milieux extrémes offrent cette possibilite.

Ali et al., (2013) dans son travail tous les champignons isolés ont été capables de se
développer sur 15 % NaCl, ce qui prouve qu'ils sont tous halotolérants. La concentration de

NaCl a été déterminée a la base du test de salinité du sol.

Afin de déterminer les champignons halophiles, un test d'halotolérance est réaliser par
Cantrell et al., (2006) sur des champignons isolée le milieu de culture utilisé dans cette étude
était de la MEA modifiée avec les concentrations de NaCl: 10, 15, 20 et 25 %. Les isolats ont
été inoculés au centre des plaques et incubés a 27°C pendant 10 jours. Apres cette période, le

diametre de la colonie a été mesuré les résultats présentée dans le tableau 3.

Tableau 3. Les résultats de test d'halotolérance. (Cantrell et al., 2006).

Espéce NaCl(%o) Taux de Sel
croissance Tolérance
(cm)
Penicillium sp. P. chrysogenum, Aspergillus 25% >3 cm hautement
caespitosus, A. candidus, A. carneus, A. nidulans, halotolérant
Nigrospora sphaerica and moniliaceous Sterile
mycelium
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Aspergillus sp. A. flavus, A. melleus, A.ochraceus, 25% 2-3cm Modérément
A. penicillioides, Cladosporium cladosporioides, halotolérant
Humicola sp., moniliaceous mycelia sterilia,
Myrothecium roridum and P. citrinum

A. flavipes, A. niger, C. oxysporum,C. 25% <2cm Faible
sphaerospermum, Chaetomium globosum, halotolérance
Curvularia lunata, Dreschlera sp. and P.
oxalicum. Periconia sp.,

Dans cette étude, les chercheurs sont identifié des espéces de champignons présentes
dans un environnement extréme considéré comme trop rude pour que les champignons
prospérer et les résultats confirment les rapports récents présentés par d'autres et remettent en
question I'idée que de tels organismes ne pourraient pas survivre dans les conditions extrémes

présentes dans les salines solaires. (Cantrell et al., 2006).

La capacité des champignons a se développer dans des milieux a forte concentration en
sel est un outil important pour la bioremédiation, car elle permet de réduire les risques de
contamination, puisque les effluents industriels contiennent fréquemment une concentration
de solutés qui pourraient inhiber les enzymes et les micro-organismes sensibles a de faible.
(Arakaki et al., 2013).

D’aprés Lamrani et al., (2006) La température d'incubation est 50°C pour Il'isolement
des champignons thermophiles et des thermotolérantes. Ce résultat est confirmé par la

Caractérisation physiologique présenté dans le tableau 4.

Tableau 4. Croissance apicale (mm.h~1) Des différentes espéces en fonction de la
température d'incubation. (Lamrani et al., 2006)

Especes 19°C 25°C 35°C 45°C 55°C 60°C
Aspergillus 0,17 0,27 0,31 0.40 0 0
fumigatus

Humicola 0 0 0,46 0.47 0.25 0.05

grisea

Humicola 0 0 0.25 0.42 0.34 0.21

lanuginosa
Malbranchea 0 0,01 0.27 0.35 0.07 0.03
sulfurea
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Myceliophthora 0 0.37 0.67 0.68 0.37 0.03
thermophila
Poecilomyces 0 0.03 0.65 0.47 0.45 0
variotii
Rhizopusmiehei 0 0.41 0.77 0.89 0.45 0

Ozdemir et Uzel, (2020) ont isolé dans leur travail 48 souches de champignons
filamenteux du sol, des sédiments et d'un échantillon de compost. Les températures des
sédiments et des sols étaient différentes entre 35-60 °C et le compost était a 70 °C au moment
de I'échantillonnage. La révelation de la biodiversité de ces habitats extrémes est importante
car les micro-organismes de ces environnements ont un grand potentiel biotechnologique. La
demande industrielle d'enzymes capables de supporter des conditions difficiles a fortement
augmenté au cours des derniéres décennies. Par conséquent, les enzymes thermostables qui
ont été isolées principalement a partir de micro-organismes thermophiles, ont trouvé
beaucoup d'applications commerciales en raison de leur stabilité (Coleri et al. 2009). Les
champignons particulierement tolérants a la chaleur champignons possedent des enzymes aux

propriétés uniques pour de nombreux processus industriels.

5.3. Identification des champignons filamenteux

Selon plusieurs références, I’identification des champignons filamenteux est basée sur
I’aspect macroscopique et microscopique ainsi que moléculaire (Abdullah et Al Badre, 1990 ;
Evans et al., 2013 ; Al-Enazi et al., 2017).

5.3.1. Identification préliminaire

Selon le travail de Raja et al., (2017) Les champignons isolés ont été identifiés par des
clées a l'aide de livres standards et la confirmation a été faite par le Dr Swaranjit Singh
Cameotra, professeur, directeur adjoint de I'Institut de technologie microbienne, Chandigarh.
28 isolats ont été obtenus a partir des échantillons de sol. Parmi les 25 isolats, 13 ont été

identifiés avec la clé standard et I'expert microbien présenté dans le tableau 5.
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Tableau 5. La morphologie des colonies de différentes espéces isolées (Raja et al., 2017).

Code Nom de I'espéce Taille | Couleur Nature de Forme des
I"Hyphes conidies
LZ1 Giagaspora margarita | Petit Marron Circulaire Globulaire
LZ3 Coleotrichum Moyen Coton Circulaire et En forme de
graminicola blanc réguliére faucille
LCOM1 Aspergillucs niger Moyen Noir Non-septée Rugueux,
irrégulier
LC1 Aspergillus niger Moyen Noir Non-septée Rugueux,
irrégulier
LPHY1 Aspergillus clavatus Large | Bleu vert Non-septee Irrégulier
LPHY2 Penicillium Moyen | Vert bleu Non-septée Ovale
chrysogenum
LPHY3 Rhizopus stolonifer Moyen Noir Non-septée Conidies ovales
LH1 Mucor sp. Moyen Blanc Large non Ellipsoide
cloisonné
LH2 Rhizopus orzae Moyen | Marron Non-septee Globuleux
LH3 Aspergillus niger Moyen Noir Non-septee Rugueux et
irregulier
LT1 Cladophialophora sp. Petit Noir Septée Conidies ovales
brunéatre
LT2 Arthridium Petit Gris Septée, hyaline Ellipsoide
phaeospermum
LS1 Mucor sp. Moyen Blanc Non-septique Ellipsoide
LS2 Aspergillus clavatus Large Vert Non-septique Globulaire
LSM1 Aspergillus niger Moyen Noir Non-septée Rugueux et
irregulier
LSM Aspergillus variabilis | Moyen | Marron Non-septée Ovale
LS Mucor sp. Moyen blanc Non-septée Ellipsoide
LS3 Aspergillusclavatus Moyen Vert Non-septée Irrégulier
LBE1 Mucor sp Moyen Blanc Non-septée Ellipsoide
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LB2 Cunningamella Petit | Gris gazon Non-septée Ovale
bertholletiae
LB3 Aspergillus niger Large Noir Non-septée Rugueux et
irrégulier
LC1 Aspergillus niger Moyen Noir Non-septée Rugueux et
irrégulier
LJD1 Aspergillus niger Large Noir Non-septée Rugueux et
irrégulier
LB1 Aspergillus niger Large Noir Non-septée Rugueux et
irrégulier
LB2 Aspergillus sydowii Moyen Noir Non-septée Irrégulier
LBH1 Mucor sp. Moyen Blanc Non-septée Ellipsoide
LBH1 Aspergillus niger Large Noir Non-septée Rugueux et
irrégulier
LFH1 Aspergillus niger Moyen Noir Non-septee Rugueux et
irregulier

5.3.2. Identification moléculaire

L'identification des champignons était principalement basée sur les caractéristiques

macroscopiques et microscopiques, mais dans de nombreux cas suspects, des méthodes

moléculaires (analyse de la séquence ITS de 'ADNr) ont été utilisées pour confirmer leur

identification le Tableau 6 présente le résultat du travail d’Alsohaili et Bani-Hasan, (2018).

Tableau 6. Résultats de I'indentification des especes étudiés a l'aide de l'outil d'analyse
BLAST du NCBI (Alsohaili et Bani-Hasan, 2018).

Isolat Espeéces identifie Pb Analyse  moléculaire  des
séquences ITS 1-4

BKSS1 Aspergillus niger 578 99%

BKSS2 Alternaria alternate 540 99%

BKSS3 Rhizopus stolonifer 731 97%
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BKSS4 Alternaria gaisen 542 99%
BKSS5 Penicillium citrinum 487 97%
BKSS6 Aspergillus tubingensis 765 98%
BKSS8 Fusarium oxysporum 521 99%

Selon Al-Enazi et al., (2017) 21 isolats ont été obtenus a partir des analyses de
différents échantillons de sol prélevés dans la région du gouvernorat d'Al-Qassim, KSA. Dix
souches ont été isolées a partir de plaques de gélose incubées a 28 C pendant 7 jours. Les
isolats fongiques ont été identifiés comme étant Penicillium melinii, Petriella setifera,
Aspergillus pseudo-niger, Alternaria chlamydospora, Pythium nayoroense, Phoma
glomerata, Mucor ramosissimus, Mucor racemosus, Fusarium chlamydosporum et Rhizopus

azygosporus.

D’apres le travail du Evans et al., (2013) Les isolats fongiques ont été obtenus a partir
des sols de la GPS (Les Grandes Plaines Salées) de I'Oklahoma par étalement direct et
enrichissement dans un milieu contenant 10 % de NaCl. Des souches axéniques de 25 isolats
ont éte établies et caractérisées phénétiquement et phylogénétiqguement. Tous les isolats ont

été déterminés comme faisant partie du saccharomyceta des Ascomycetes.

Dans le travail de Raja et al., (2017) parmi les isolats fongiques, la plupart des especes
appartenant aux genres Aspergillus et Mucor étaient dominant et dans le travail du Al-Enazi
et al., (2017) les isolat identifiée est dévers et le genre Mucor est dominant. Il est connu que
le sol sert de réservoir pour de nombreux micro-organismes qui jouent un rdle majeur dans

I'écosysteme du sol.

Selon Evans et al., (2013) Les conditions hypersalines de la GPS obligent les
champignons a développer des mécanismes d'adaptation pour tolérer de fortes concentrations
de sel. La plupart des champignons isolés des sols de la GPS présentaient une large tolérance
a la salinité (euryhaline) et seules quelques-unes étaient halophiles (nécessitant des salinités

élevées pour se développer).
5.4. Détection des activités ligninolytiques

Le criblage des champignons pour les enzymes ligninolytiques consiste généralement
a le suivi de la décoloration de colorants tels que le colorant polymeére/hétérocyclique

Remazol bleu brillant R. La capacité d'un champignon a décolorer ce colorant coincide avec
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le début du métabolisme de la lignine et est considérée comme prédictive de sa capacité a

dégrader des organo-polluants récalcitrants tels que les HAP. (Lee et al., 2014).

Les résultats de I’étude de Lee et al., (2014) dans I’évaluation de la dégradation a l'aide

de la décoloration des colorants et de l'acide gallique est que tous les champignons testés ont

été capables de décolorer le RBBR, mais le test de réaction a l'acide gallique 22,7 % des

champignons ont une réaction positive indiqué par une couleur brune. Les résultats de ce

travail est résumes dans le tableau 7.

Tableau 7. Tests de RBBR et de réaction a I'acide gallique de les champignons sélectionné
pour la dégradation des HAPs (Lee et al., 2014).

KUC ID | Espéces fongiques RBBR acide galligue réaction
KUC8836 Peniophorai B DB
KUC9140 Peniophora cinerea E YB
KUC8073 | Phanerochaete sordida B BR
KUC9130 | Trichaptum abietinum B N
KUC8201 Mycoaciella bispora C YE
KUC9161 Phlebia tremellosa B BR
KUCB8040 | Phanerochaete calotricha A DB
KUCB8003 | Phanerochaete calotricha A DB
KUC9033 Phlebia brevispora B DB
KUC9045 Phlebia brevispora A DB
KUC8323 Phanerochaete sp. A DB

e (A) Durée de la décoloration de I'eau de vaisselle compléte ; A, 5 jours ; B, 6a 10 jours ; C, 11

a 15 jours ; D, 16 a 20 jours ; et E plus de 21 jours.

e (B) Les colonnes de réaction de l'acide gallique indiquent : DB, brun foncé ; BR, brun ; YB,

brun jaunatre ; et YE, forme quinonique jaune ou brune.

Selon Daassi et al., (2015) L'activité ligninolytique des 31 champignons producteurs de laccase

a été confirmeée par leur capacité a oxyder le colorant industriel commerciaux (RBBR).

Au cours du criblage des champignons sur le gaiacol fait par Batista-Garcia et al.,

(2017), seulement 3 (25%) des souches de basidiomycétes (P. dryinus, T. hirsuta et P.
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ostreatus) ont généré la forme colorée brun rougeétre dans I'agar, ce qui indique 'oxydation

du garacol.

Dans le travail du Daassi et al., (2015) 51 souches testées, 31 ont présenté une activité
significative d'oxydation du gaiacol exprimée au cours de la premiere semaine d'incubation.
La plupart des basidiomycétes étaient capables de produire de la laccase et parmi eux les
représentants des genres Trametes, Phanerochaete, Ganoderma, Bjerkandera, et Porostereum

ont éteé classés comme les meilleurs producteurs.

Les champignons basidiomycétes de la pourriture blanche sont les organismes de
dégradation de la lignine les plus efficaces dans la nature.

L'objectif de cette étude (Lee et al., 2014) était de développer une procédure pour
sélectionner des isolats fongiques souhaitables qui présentent une excellente dégradation des
HAP pour des applications biotechnologiques. Dans I'essai de décoloration du colorant RBBR
en milieu solide, 107 isolats fongiques ont décoloré le plat complet en dix jours, appartenant
aux groupes A et B. Les taux de croissance des isolats fongiques ont été significativement
correlés avec le nombre de jours nécessaires a la décoloration compléte. De nombreuses
études ont sélectionné des isolats fongiques souhaitables pour leur capacité a décolorer le
RBBR. En effet, alors que les isolats du groupe A décolorent le RBBR plus rapidement que
les autres groupes en raison de leur taux de croissance, ils n‘ont pas montré de signes de
décoloration.de croissance, ils n'ont pas montré une plus grande tolérance que les
champignons des autres groupes. Cela signifie que la capacité des isolats a décolorer le RBBR
n'est pas une caractéristique trés utile pour sélectionner les champignons désirables pour la
dégradation des HAP. Le test de I’acide gallique dans la méme référence a été réalisé pour
confirmer que les champignons produit et sécréte les trois enzymes ligninolytiques, LiP,
MnP, et laccase. Les résultats de la réaction a l'acide gallique n'ont pas toujours correspondu
aux résultats d'un test de décoloration RBBR, pourtant tous sauf six isolats montrant une
réaction positive a I'acide gallique de couleur brun foncé ont rapidement décoloré le RBBR en
dix jours. Et parmi les isolats fongiques testés 77,3 % ne présentaient pas de couleur brune
positive dans le test de réaction a l'acide gallique. Ce résultat permet de conclure que les

réactions positives au RBBR et a l'acide gallique ne sont pas nécessairement corrélées.

Le test de réaction a l'acide galliqgue pourrait étre une meilleure méthode pour

sélectionner les champignons  pour la dégradation des xénobiotiques Le test de l'acide
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gallique doit étre effectué en priorité par rapport aux autres tests pour la procédure de
biorémédiation.

Selon Batista-Garcia et al., (2017) Le gaiacol est un produit naturel phénolique qui a
été isolé pour la premiére fois de I'oxydation de la lignine, il est couramment utilisé dans les
régimes de criblage pour l'identification des champignons ayant une activité phénol oxydase,
car lors de I'oxydation, il devient brun jaunatre ou brun rougeétre et dans les résultats réaliser
par le méme référence lors de criblage des champignons seulement 25% des souches oxydée
le gaiacol.

Selon les résultats de Les recherches de Xu, (2015) ont suggéré que le gaiacol était
oxydé par les champignons de pourriture blanche bien avant que les colorants ne soient
décolores, ce qui demontre qu'il est plus efficace d'utiliser le gaiacol comme indicateur pour le

criblage des champignons ligninolytiques de la pourriture blanche.

Lee et al., (2014) et Batista-Garcia et al., (2017) par son études sur le criblage des
champignons filamenteux indiquent que ces champignons filamenteux sont capable de
produire et libére des enzymes extracellulaires qui ont la capacité de dégradé des

xénobiotiques et molécules phénoliques et non phénoliques.

5.5. Production et purification des enzymes

Dans le travail de Arora et Gill, (2014) le Phlebia floridensis a produit les trois
enzymes, laccase, lignine peroxydase et manganése peroxydase. Le taux de production était
maximal pour peroxydase de manganése, qui a donné un maximum sur le quatrieme jour, a
diminué par la suite et a completement cessé le 10e jour. La production de lignine peroxydase
a commencé a un rythme uniforme mais a augmenté brusquement au jour 8 et a atteint un pic

au jour 14 ces résultats présentés dans la figure.4.

La production de laccase s'est déroulée a un rythme progressif atteignant un niveau
maximal le huitieme jour, a diminué par la suite et a présenté un second pic le jour 20. La
production maximale de la biomasse production de biomasse a eu lieu le jour 8 ces résultats

présentés dans la figure.5.
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L'étude des enzymes ligninolytiques d'un large éventail de champignons de la pourriture
blanche suscite un intérét croissant, non seulement du point de vue de la biologie comparative
mais aussi dans l'espoir de trouver de meilleurs producteurs d'enzymes pour diverses
applications biotechnologiques. Arora et Gill, (2014) ont été démontrés que P. floridensis est
capable de produire les trois principales enzymes ligninolytiques, Des études temporelles sur
le profil de production de ces enzymes ont révélé que des activités enzymatiques spécifiques
élevées sont associées a P. floridensis, ce qui prouve son intérét pour la purification a grande

échelle de ces protéines.

Dans le travail du Batista-Garcia et al., (2017) Lac ainsi que les activités LiP et MnP
ont été testées dans les douze souches fongiques cultivées. La production de Lac a des
niveaux varies a été observee chez tous les champignons étudiés, tandis que la production de
la peroxydase est moyenne. Selon Batista-Garcia et al., (2017) et Arora et Gill, (2014) Les
champignons de la pourriture blanche et les basidiomycetes sont le plus efficace pour

produire les enzymes ligninolytiques.
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Conclusion

Dans le cadre de la préparation de cette mémoire qui est une synthése des articles
scientifiques, avec 1’objectif de montrée la capacité des enzymes ligninolytiques fongique

dans la bioremédiation.

La dégradation d'une large gamme de polluants par des micro-organismes est lI'une des
voies étudiées pour le développement et l'amélioration des procédés a long terme. Les
champignons sont bien connus pour leur capacité a produire une large gamme d'enzymes
extracellulaires, ainsi qu'a s'adapter a des environnements parfois difficiles. Ils ont attiré
I'attention des chercheurs en biotechnologie et de l'industrie en raison de leur capacité a
dégrader ou a oxyder les micropolluants présents dans I’environnement, grace a l'action
d'enzymes extracellulaires. Dans ce contexte, le développement de nouvelles activités
enzymatiques adaptées aux conditions extrémes est devenu critique pour le succes de

nouveaux procédés de bioremediation des polluants.

La sécrétion de ligninases augmente significativement en présence de lignine selon les
études sur les champignons filamenteux degradent la lignine. En effet, en présence de lignine,
les champignons filamenteux sécretent certaines enzymes dans leur environnement pour la
dégradation de ce compose comme source de carbone et d'énergie ces enzymes est laccase et

les peroxydases.

Depuis la découverte de ces enzymes dans les champignons de la pourriture blanche,
I'utilisation des laccases et les peroxydases pour des applications biotechnologiques a suscité

un fort intérét.
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Résume

La transformation et la détoxification des polluants organiques récalcitrants par les
champignons du sol font 1’objectif de plusieurs travaux scientifiques, ces champignons est des
agents puissant dans la bioremédiation a cause de leur enzymes. Dans ce contexte, cette étude
qui est une analyse des recherches scientifiques sur la dégradation de lignine par les enzymes
des champignons filamenteux extrémophiles ces travaux ont été isolés des souches fongiques
a partir des régions de sols arides et identifies par les critéres macroscopiques,
microscopiques et par I’identification moléculaire des séquences ITS. Pour la détection des
ligninases les chercheurs utilisés le test de décoloration RBBR, le teste de I’acide gallique et
le gaiacol. Les résultats de I’identification des isolats permettent de determiner plusieurs
souches des champignons. Les résultats des tests enzymatiques réaliser indique I’oxydation
enzymatique de la lignine cet oxydation confirme que les champignons filamenteux capables
de dégrades la lignine par les enzymes ligninases qui sont laccase et les peroxydases.

Mots clés : champignons filamenteux, bioremédiation, enzymes ligninolytiques, le sol,
lignine.

Abstract

The transformation and detoxification of recalcitrant organic pollutants by soil fungi
are the objective of several scientific works; these fungi are potent agents in bioremediation
due to their enzymes. In this context, this study which is an analysis of scientific researches
on lignin degradation by enzymes of extremophilic filamentous fungi these works have been
isolated fungal strains from arid soil regions and identified by macroscopic, microscopic
criteria and by molecular identification of ITS sequences. For the detection of ligninases the
researchers used the RBBR staining test, the gallic acid test and the guaiacol test. The results
of the identification of the isolates allow determining several species of fungi. The results of
the enzymatic tests carried out indicate the enzymatic oxidation of lignin, this oxidation
confirms that the filamentous fungi capable of degrading lignin by the ligninase enzymes
which are laccase and peroxidases.

Keywords: filamentous fungi, bioremediation, ligninolytic enzymes, soil, lignin
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