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Introduction

Les enzymes d’origine microbienne présentent des propriétés et des  spécificités

diverses. Ces propriétés reflètent de plus en plus leurs utilisations dans divers  domaines

d’applications, tels que  l’industrie  alimentaire  humaine  et  animale,  les  détergents  pour

lessives, l’industrie  des tanneries et l’industrie pharmaceutique.

Les moisissures disposent des potentialités d’applications biotechnologiques très

étendues, grâce à une dissémination efficace, une croissance rapide et un arsenal enzymatique

très développé. Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique. Appartenant

aux enzymes de la famille des hydrolases telles que les protéases, les amylases, les cellulases

et les pectinases sont parmi les plus importantes enzymes à l’échelle industrielle, ce qui les

rendent l’un des outils-clés des biotechnologies.

Les champignons thermophiles, vue la vitesse de croissance élevée à 50°C, il y  a des

nombreuses évidences qui suggèrent l'existence d'une corrélation entre la thermophilie des

champignons et la thermostabilité des leurs protéines, en particulier de leurs enzymes. Les

microorganismes thermophiles ont développés des stratégies très variées pour s’adapter aux

contraintes physico-chimique aux quelles ils font face (température, pression, salinité et pH).

Les enzymes qui participent à ces stratégies seront sans doute d’un grand intérêt pour

intervenir dans les procédés industriels surement travaillant en conditions de haute

température.

La thermostabilité des biocatalyseurs est d'une importance capitale pour leur utilisation

dans des applications industrielles. De plus, cette thermostabilité prolonge la vie de stockage

des enzymes.

Dans ce cadre, les objectifs de notre étude sont :

 d’isoler et d’identifier des souches de moisissures issues du sol des sources thermales

(Hammam El Hadjib (Biskra) et le forage de Tiendla (Djamaa) ;

 d’étudie l’activité hydrolase de ces souches fongiques sur des milieux gélosés.
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Chapitre 1: enzymes

1.1. Généralité

Les enzymes sont des catalyseurs biologiques ce sont des macromolécules de haute

masse moléculaire (10 à 100KDa) présentes dans les cellules de tous les organismes vivants

ou elles jouent un rôle essentiel en contrôlant les procédés métaboliques permettant aux

nutriments d’être transformés en énergie et en matériaux cellulaires (Drouin, 2005).

Il est possible de retrouver les enzymes dans une gamme variée d'endroits. En fait, tous

les êtres vivants contiennent des enzymes dans leurs cellules. Que ce soit chez les humains,

les animaux, les insectes, les végétaux ou les organismes microscopiques comme les

bactéries, les levures ou les champignons, les enzymes y sont présentes sous bien des formes

et bien des types.  Il y a les protéases, les amylases, les lipases, les phytases, les cellulases, les

hémicellulases, les mannases, les laccases, les lactases et bien d'autres qui ne sont pas

nommées (Ole et al., 2002; Sharma et al., 2001).

Les enzymes peuvent être  classés selon leur mode d’action spécifique. En industrie, la

classe  d’enzyme  la  plus  exploitée  est  celle  des  hydrolases.  (Jaouadi et al., 2010).

1.2. Hydrolases

Les  enzymes  hydrolases  ce  sont  des  enzymes  de  dégradation.  Elles  provoquent  la

coupure d'une molécule et fixent les radicaux H et OH de l’eau sur les valences libérées. Ces

enzymes ne  nécessitent  pas  généralement  de  coenzymes,  elles  sont  activables  par  des

cations (Bornscheuer,  2002).

Il  est  très  difficile  de  les  classer.  Le  plus simple  est  d'étudier  leur  action  sur

quelques  groupes  de  molécules.  Généralement,  les hydrolases produites par les

champignons sont des enzymes endocellulaires (catalase, lactase et invertase) ou

exocellulaires (amylases, cellulases, pectinases et protéases) (Meziani et Mahcene, 2017), ces

enzymes libérées  dans le milieu extérieur  ou localisées sur la surface de champignons, ce qui

simplifie leur récupération (Nabors, 2008).

Dans la nature, les microorganismes utilisent les enzymes pour dissocier les protéines,

les polysaccharides, les lipides et d’autres  grandes molécules, les réduisant en monomères,

servant de source de carbone et d’énergie (Nabors, 2008).

1.3. Intérêt des enzymes microbiennes

La demande mondiale au niveau industriel pour les enzymes d’origine microbienne

croit d’une année à l’autre et ce afin d’améliorer certains procédés de fabrications tels que
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l’industrie du textile (décoloration de jeans par exemple), la papeterie (procédé de

blanchiment de la pâte à papier..), dépollution (attaque des substances phénoliques..),

industrie alimentaire (boulangerie,…) (Dvail et al., 2010).

Les  microorganismes  représentent  une  source  exceptionnelle  pour  la  production

des enzymes,  dont  40  %  de  ces  substrats  qui  sont exposés  sur  le  marché  sont  produits

par  des souches fongiques (Wu et al., 2006 ; García-Gómez et al., 2009).

Une attention particulière pour les enzymes provenant de microorganismes

thermophiles a fait l’objet de plusieurs études.

En effet, les microorganismes thermophiles ont développés des stratégies très variées

pour s’adapter aux contraintes physico-chimique aux quelles ils font face (température,

pression, salinité et pH). Les enzymes qui participent à ces stratégies seront sans doute d’un

grand intérêt pour intervenir dans les procédés industriels surement travaillant en conditions

de haute température ou de grande salinité (Gregoire et al., 2009).

1.4. Application des hydrolases

Les enzymes sont de plus en plus importantes dans le développement industriel durable.

Elles ont déjà été utilisées dans le développement des procédés industriels afin d’obtenir des

produits sans déchets ou renfermant un minimum de déchets biodégradables. Les entreprises

manufacturières devront dans un futur proche prêter une grande attention à la compatibilité

des déchets ainsi qu’au recyclage de l’eau utilisée et les enzymes peuvent résoudre un grand

nombre de ces problèmes (http://www.cprac.org/docs/BiotecnologiaFRA.pdf).

Environ 200 enzymes sont commercialisées dans le  marché. Il existe un grand nombre

d'enzymes spécifiques qui joue un rôle important dans plusieurs processus  industriels  à

savoir; l'industrie agroalimentaire (jus, lait,  paille, plats cuisinés..), l’industrie

pharmaceutiques (antibiotiques, vitamines ...), les industries de nettoyage (traitement d'eau,

détergents, lessives) (Gassara, 2012).

En effet, elles peuvent remplacer les produits chimiques toxiques ou corrosifs dans

quelques procédés. En outre, leur avantage est qu’elles peuvent être utilisées, désactivées et

décomposées dans des produits plus simples totalement biodégradables.

Bon nombre de procédés industriels travaillent à haute température ou pression ou dans

des conditions hautement acides ou basiques. Les hydrolases peuvent éviter ces conditions

extrêmes ainsi que les réactifs corrosifs. Elles travaillent à des températures modérées, à

pression atmosphérique et dans des dissolutions proches du pH neutre. Ce sont des catalyseurs
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hautement spécifiques qui donnent des produits plus purs dotés de réactions secondaires

moindres. (http://www.cprac.org/docs/BiotecnologiaFRA.pdf).

Tableau 1. Utilisation des enzymes dans les déférents domaines

Industrie Enzyme Utilisation Références

Industrie des

détergents

Amylases

Lipases

Cellulases

Protéases

- dégradation enzymatique des protéines, de

l’amidon et des taches de graisse dans le lavage

des vêtements.

-utilisation d’enzymes lipolytiques dans les

substances pour lave-vaisselle.

- utilisation d’enzymes comme tensioactifs.

(Sohail et al.,
2009 ;

Prazeres et
al., 2006 ;
Joo et al.,

2005)
Site web

Industrie textile Cellulases

Amylases

- lavage à la pierre des tissus de type jean.

- désencollage enzymatique de tissu tissé à plat

en coton.

- blanchiment écologique.

- décreusage enzymatique des tissus en coton.

- dégommage de la soie.

( Kuhad et
al., 2011 ;
Kikani et

Singh , 2011)
Site  web

Industrie de

l’amidon
Amylases

-production enzymatique de dextrose, de fructose

et de sirops spéciaux pour la pâtisserie, la

confiserie et les industries des rafraîchissements.

Site web

Industrie de la

bière
Amylases

-dégradation enzymatique de l’amidon, des

protéines et des glucanes issus du mélange de

céréales utilisé pour l’élaboration de la bière.
Site web

Industrie des

produits de

pâtisserie et de

panification

Amylases - modification enzymatique des hydrates de

carbone et des protéines des céréales afin

d’améliorer les propriétés du pain.

( Kathiresen
et

Manivannan ,
2006)

Site web

Industrie du vin

et des jus de

fruits

Pectinases
-dégradation enzymatique de la pectine des fruits

dans l’élaboration des jus de fruits et des vins.

( Hoondal et
al., 2002)
Site web
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Industrie

alimentaire et

des additifs

Lipases

Protéases

- amélioration des propriétés nutritives et

fonctionnelles des protéines animales et

végétales.

- conversion du lactose du lait et du petit-lait en

sucres plus doux et plus facilement digestibles.

- production d’arômes de fromage.

(Gao et al.,
2000 ;

Miyamoto et
al., 2002)
Site web

Industrie de

l’alimentation

animale

Cellulases

Protéases

-hydrolyse enzymatique de la matière protéique

issue des abattoirs afin d’obtenir des farines à

haute valeur nutritive destinées à l’alimentation

animale.

(Kuhad et al.,
2011 ; Najafi
et al., 2005 )

Site web

Industrie

cosmétique
collagénase

production biotechnologique de collagène et

d’autres produits d’application aux crèmes de

beauté.

Site web

Industrie du

papier

Lipases

Pectinases

Cellulases

- dissolution enzymatique des pitchs,

- blanchiment écologique de la pâte à papier,

- contrôle enzymatique de la viscosité des

enduits à l’amidon.

(Berger al.,
2007)

Site web

Industrie des

huiles et des

graisses

Lécithinases

Estérases

- hydrolyse enzymatique des graisses et de la

lécithine et synthèse des esters.
Site web
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Chapitre 2 : moisissures

2.1. Généralité

Le terme « moisissures »  n’a pas  réellement  de  signification systématique

(Roquebert, 1997;  Baudry et Brézellec, 2006). Il  désigne  tous  les  champignons d’aspect

filamenteux ou poudreux (Chantal et Huguette, 2006).

Les  moisissures  peuvent  être  définies  comme  étant  des  microorganismes

hétérotrophes (Nicklin et al., 2000). Ces microorganismes nécessitent une source de carbone

et  d’azote  pour  leur  développement.  Dans  la  classification  du  monde  vivant,  les

mycètes constituent  un  règne  distinct  de  celui  des  végétaux  et  des  animaux  (Chabasse

et al., 2002).

Les  moisissures  sont  des  champignons  filamenteux   multicellulaires,  dont

l’appareille  végétatif,  le  thalle,  ce  dernier  est  formé  de  logues  filaments  ramifies  et

souvent  cloisonnés    que l’on appelle des hyphes  (Nicklin et al., 2000;  Pitt et al., 2000;

Brezellec et Baudry, 2006). Dans  la  majorité  des  cas,  la  cellule  végétative  d’un  hyphe

contient  plus  d’un noyau,  parfois de  centaines.  La  paroi  de  la  plupart  des  moisissures

est  chitineuse (Madigan  et Martinko, 2007).

Ils  sont  souvent  dotés  de  propriétés  lytiques  importantes  (cellulolytique,

pectinolytique, amylolytique, protéolytique, lipolytique…) qui en font des agents de utiles,

affinage  des  formages,  production  d’enzymes,… (Meyer et al.,2004).

2.2. Classification

La classification traditionnelle des champignons filamenteux basée sur les critères

phénotypiques a été supplantée par le développement des méthodes de biologie moléculaire.

La classification phylogénétique basée sur des critères génotypiques a permis une révision et

une modification de la classification des champignons filamenteux (Lecellier, 2013).

Les  classifications  les plus  récentes  font  apparaître  les  champignons  dans  le  règne

unique  des  eucaryotes  et  plus précisément dans le groupe des Opisthokonta (Simpson et

Roger, 2004; Adl et al., 2005).

Le  règne des « champignons vrais » ou « Fungi », appelé Eumycota, comprend

actuellement 1 sous-règne, 7 divisions et10 sous-divisions. (Hibbett et al., 2007)

La classification des champignons est d’abord basée sur un mode de reproduction

sexuée  ou  phase  téléomorphe.  Ce  critère  définit  quatre  des  cinq  groupes  principaux  :

les chytridiomycètes,  les  zygomycètes,  les  basidiomycètes  et  les  ascomycètes. Certaines
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moisissures  sont  le  plus souvent  ou  exclusivement  rencontrées  à  un  stade  de

multiplication asexuée, dit anamorphe. Ces organismes sont alors classés d’après le mode de

production des spores  asexuées  ou  conidies.  Ces  espèces  sont classées  dans  le

cinquième  ordre,  les Deutéromycètes  ou  Fungi  imperfecti (Boudih, 2011).

Figure 1.Classification des champignons (Carlotti, 2014)

2.2.1. Deutéromycètes

Sont des mycètes imparfaits, la plupart de ces Deutéromycètes, jusqu’ici sont non

classifiés, ce sont des Ascomycètes au stade anamorphe (asexué); quelques-uns sont des

basidiomycètes (Tortora et al., 2007).

Deutéromycètes comporte  un grand nombre de contaminants de végétaux et de produits

alimentaires tel que  Trichoderma, Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum, cette classe

regroupe aussi les Penicillium et les Aspergillus (Punt et al., 2002)

2.3. Cycle de vie des champignons

Comprend deux types de reproduction

2.3.1. Reproduction  asexuée

au  cours  de  laquelle  une  spore  ou  un  fragment  de mycélium  croit  et  se

développe  sur  un  substrat  (figure  3).  Le  mycélium  émet  des conidiophores à l’extrémité

desquels des conidies sont émises puis disséminées.
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au  cours  de  laquelle  une  spore  ou  un  fragment  de mycélium  croit  et  se

développe  sur  un  substrat  (figure  3).  Le  mycélium  émet  des conidiophores à l’extrémité

desquels des conidies sont émises puis disséminées.
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2.2.1. Deutéromycètes

Sont des mycètes imparfaits, la plupart de ces Deutéromycètes, jusqu’ici sont non
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regroupe aussi les Penicillium et les Aspergillus (Punt et al., 2002)

2.3. Cycle de vie des champignons

Comprend deux types de reproduction
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développe  sur  un  substrat  (figure  3).  Le  mycélium  émet  des conidiophores à l’extrémité
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2.3.2. Reproduction sexuée

Implique la rencontre de deux mycéliums de signes sexuels opposés.  Un  mycélium  à

1n  chromosomes  va  rencontrer  un  autre  mycélium  à  polarité complémentaire pour

donner lieu  à la fusion des cytoplasmes, ce qui engendre un nouveau mycélium à 2n

chromosomes. Les cycles de vie diffèrent d’un champignon à un autre selon leur type de

spores (Boudih, 2011).

Figure 2. Cycle de vie des champignons (Roquebert, 2002 modifié)
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Chapitre 3 : Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au niveau du laboratoire pédagogique du département des

sciences de la nature et de la vie à  El Hadjeb, l’université de Biskra. Il consiste à la mise en

évidence des activités hydrolases des moisissures isolées du sol des sources thermale et à

l’identification de ces souches.

3.1. Echantillonnage

Les échantillons de sol ont été prélevés dans deux stations de sources thermales

situées dans deux régions l’une à Biskra, Hammam EL Hadjeb, et l’autre à Djamaa, forage de

Tiendla.

Au site d'échantillonnage, le sol a été débarrassé de tout débris (plantes, racines,

pierres), puis une quantité suffisante (15-20g) de sol a été prélevée à l’aide d’une spatule

stérile et mis dans des flacons stériles. Ces derniers sont déposés dans une glacière et

transportés rapidement au laboratoire.

3.2. Préparation des dilutions

En respectant l’ensemble des règles d’asepsie de manière à éviter toute contamination.

Une quantité de 1g de sol est mis en suspension dans 9ml d’eau physiologique stérile (NaCl

0.9 g / ml) puis le mélange est agité au vortex pendant 10 min. Cette solution est considérée

comme une solution mère.

Une série de dilutions est préparée dans des tubes de 9ml de l’eau physiologique stérile.

Les dilutions sont réalisées à partir de la solution mère jusqu’à 10-5.

Figure 3. Préparation des dilutions
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3.3. Enrichissement

Le milieu de culture PDA est coulé en des boites de Pétri sous des conditions stériles.

Après la gélification de la gélose, un volume de 0.1 ml de chacune des dilutions indiquées ci-

dessus est ensemencée dans une boite de Pétri (en triplicata) puis incubée à 28° C pendant 7

jours.

3.4. Isolement

Les souches obtenues, après l’ensemencement de différentes dilutions, est repiquée par

touche sur le PDA jusqu'à l’obtention d’une souche pure dans chaque boit de Pétri. Le PDA

contient l’antibiotique gentamycine à une concentration de 50 p.p.m. La gentamicine a été

choisie pour les raisons suivantes:

- elle possède un large spectre d'inhibition de bactéries,

- elle peut être stérilisée avec le milieu (Botton et al., 1999) et

- sa disponibilité

3.5. Identification

L’identification des champignons filamenteux en routine repose essentiellement sur

l’analyse des caractères macroscopiques et microscopiques.

3.5.1. Identification macroscopique (Caractères culturaux)

Les isolats fongiques sont  soumis à une identification macroscopique par  examen de

la culture  sur le milieu PDA, Czapek Yeast Agar (C.Y.A) et le milieu extrait de malt (MEA)

(voir l’annexe) (Cahagnier, 1998). L’examen permet  de  déterminer les caractères culturaux

suivants :

 la couleur de colonies est un élément pertinent d’orientation, plusieurs couleurs sont

existés comme le blanc, le jaune, le vert, le brun allant jusqu’au noir, ces couleur sont

examinée en recto (surface) et en verso (revers). (Chabasse et al., 2002).

 l’aspect de colonies représente un critère  très important  d’identification. Les

champignons filamenteux forment des colonies duveteuses, laineuses, cotonneuses,

veloutées, poudreuses ou granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une

apparence glabre (l’absence ou pauvreté du mycélium aérien). (Chabasse et al., 2002).

 la vitesse de la croissance et la taille des colonies peut-être très variable en fonction

des genres fongiques (Chabasse et al., 2002).
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3.5.2. Identification microscopique (Caractères morphologique)

Cette identification est basée sur l’observation sous microscope, l’objectif x40 est

suffisant pour mettre en évidence les éléments importants. (Chabasse et al., 2002).

En plus des caractères culturaux, des fractions de culture ont été observées en

microscopie optique sur une lame porte objet ordinaire. L’observation a été faite sur des

cultures de 120 heures et a porté sur les caractéristiques suivantes : les hyphes, les conidies,

les phialides, les conidiophores.

On prend un fragment de scotch (technique de drapeau), que l’on colle sur le bord de la

colonie de la souche étudie, puis qu’on décolle délicatement. On le recolle ensuite sur une

lame sur laquelle est préalablement étalée une goutte de lactophénol (Nguyen, 2007).

3.6. Mise en évidence des activités hydrolases sur milieux gélosés

Notre souches sont repiquées à l’aide d’une anse de platine sur différentes milieux pour

tester la production des enzymes hydrolases extracellulaires puis les boites de Pétri sont

incubées pendant 7 jours à 30°C. Après l’incubation et la croissance des moisissures,

l’apparition d’une zone claire autour des colonies témoigne de l’hydrolyse du substrat testé, le

diamètre de cette zone est lié à la quantité des enzymes produites par les moisissures. Les

mesures sont effectuées à partir du deuxième jusqu'au septième jour.

3.6.1. Activité cellulolytique

Cette activité est évaluée sur milieu contenant 3% de carboxyméthylcellulose (Annexe

2).

Après l’incubation et la croissance des souches, les boites sont colorées avec une

solution au rouge Congo (0.1 %) pendant 30 min puis sont lavées avec une solution de NaCl

(1M) pendant 1heure (Annexe 3). l’apparition de zones claires autour des colonies indique la

présence de cellulases extracellulaires.

3.6.2. Activité lactosique

Cette activité est examinée sur milieu contenant 1% de lactose. L’apparition d’halo

claire autour des colonies indique la présence des β-galactosidases.

3.6.3. Activité protéolytique

L’étude de cette activité est réalisée sur deux milieux de différentes protéines lait gélosé

et gélatine à 5 % (Annexe 2).

3.6.4. Activité amylolytique
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La détection de l’activité amylolytique est effectuée sur milieu de culture à base

d’amidon 1% (Annexe 2). Après incubation, les colonies sont pulvérisées avec la solution de

lugol diluée pendant 30 secondes puis rincées à l’eau distillée (Annexe 3). L’eau iodée

contenant l’iode qui se complexe avec l’amidon et donne une couleur bleu sombre. Les

souches à halo clair sur le pourtour, sont considérées comme productrices d’amylases.
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Chapitre 4: Résultats et Discussions

4.1. Isolement

Après 7 jours d'incubation nous avons procédé au dénombrement des unités formant des

colonies de champignons. Les cultures des prélèvements sur milieu PDA ont permis d’isoler

quatre isolats différents de champignons filamenteux et cinq isolats de levure à partir du

premier échantillon du sol, tandis que cinq isolats différents de moisissures ont été obtenus à

partir du deuxième échantillon. Les résultats des isolements sont présentés dans le tableau 2.

Tableau 2. Les champignons isolés à partir d'échantillons de sol.

Echantillon moisissures Levures

Echantillon 1 4 isolats 5 isolats

Echantillon 2 5 isolats /

4.2. Identification

Dans le but de déterminer le genre et même l’espèce de nos isolats, une observation

macroscopique et  microscopique au grossissement × 400 est effectuée. Cette étude est suivie

par une comparaison de nos résultats (photos) aux clés d’identifications.

4.2.1. Identification macroscopique

Les souches isolées ont été identifiées sur le milieu de culture PDA, milieu gélose au

malt et le milieu CYA par observation des caractères culturaux au septième jour d’incubation.

Les clés majeures utilisées étaient : la vitesse de croissance (diamètre des colonies), la couleur

des colonies, l’envers de la colonie et la texture de la surface de la colonie.

4.2.2. Identification microscopique

Cette identification est basée sur les caractères suivantes : les hyphes, les conidies, les

phialides, les conidiophores.

Il est difficile de trancher à l’identification d’espèce de plusieurs genres, en se basant

uniquement sur les caractères morphologiques (macroscopiques et microscopiques).

L’identification de l’espèce avec précision nécessite des analyses complémentaires.

Néanmoins, et malgré leur grande plasticité, ces critères morphologiques restent toujours à la

base, de toute identification (Boureghda, 2009).

L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 1 est présentée au

tableau 3.
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Tableau 3. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 1.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 1

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : modérément rapide

- Recto : vert

- Aspect : poudreuse

- Pigment : jaune

- caractères microscopique

- Conidiophores dressés, ramifiés, terminés des phialides.

- Phialides : sont disposées en verticilles.

- Une rangée de métules.

- Conidies restent en chaîne et contribuent à donner à la tête conidienne un aspect

en pinceau.

Les  résultats obtenus sont  comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Chabasse et

al., 2002 ; Pitt and Hocking, 2009 ; Mônica Cristina et al., 2016). L'analyse de ces résultats a

révélé que la souche Ech 1 appartient au genre Pénicillium.

- Ech 1: Pénicillium spp1

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la souche Ech 2 est présentée au tableau 4.

Tableau 4. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 2.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 2

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : modérément rapide

- Recto : jaune d'or

- Aspect : poudreuse

- Pigment : jaune à brun

- caractères microscopique

-Têtes conidiales étroitement emballées.

-Métules et phialides sur toute la surface.

-Conidies à parois jaunâtres à brun pâle à grossièrement visibles.

Les  résultats obtenus sont comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Pitt and

Hocking, 2009). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 2 appartient au genre

Aspergillus.

- Ech 2: Aspergillus ochraceus

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 3 est présentée au

tableau 5.

Tableau 5. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 3.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 3

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : rapide

- Recto : noire

- Aspect : granuleuse

- Pigment : pas de pigment

- caractères microscopique

- Têtes conidiennes bisériées, radiées, noire à maturité.

- Vésicules globuleuses.

- Phialides insérées sur la vésicule par l’intermédiaire de métules disposées sur

tout le pourtour de la vésicule.

Les  résultats obtenus sont comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Chabasse et

al., 2002). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech3 appartient au genre

Aspergillus.

- Ech 3: Aspergillus niger

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 4 est présentée au

tableau 6.

Tableau 6. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 4.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 4

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : modérément rapide

- Recto : brun noisette à cannelle

- Aspect : duveteuse à poudreuse

- pigment : jaune

- caractères microscopique

- Tête aspergillaire bisériée, en colonne évasée (éventail).

- Vésicules globuleuses.

- Phialides portées par des métules insérées surtout sur la partie supérieure de la

vésicule.

Les  résultats obtenus sont  comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Chabasse et

al., 2002 ). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 4 appartient au genre

Aspergillus.

-Ech 4: Aspergillus terreus

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 5 est présentée au tableau

7.

Tableau 7. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 5.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 5

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : modérément rapide

- Recto : brun pâle à brun jaune

- Aspect : granuleuse

- Pigment : rose au violet

- caractères microscopique.

- Têtes conidiales étroitement emballées.

-Métules et phialides sur toute la surface.

-Conidies à parois jaunâtres à brun pâle à grossièrement visibles.

Les  résultats obtenus sont comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Pitt and

Hocking, 2009). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 5 appartient au genre

Aspergillus.

- Ech 5: Aspergillus ochraceus

(x400)
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Tableau 7. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 5.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 5

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : modérément rapide

- Recto : brun pâle à brun jaune

- Aspect : granuleuse

- Pigment : rose au violet

- caractères microscopique.

- Têtes conidiales étroitement emballées.

-Métules et phialides sur toute la surface.

-Conidies à parois jaunâtres à brun pâle à grossièrement visibles.

Les  résultats obtenus sont comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Pitt and

Hocking, 2009). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 5 appartient au genre

Aspergillus.

- Ech 5: Aspergillus ochraceus

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 6 est présentée au

tableau 8.

Tableau 8. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 6.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 6

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : rapide

- Recto : blanchâtre

- Aspect : laineuse

- Pigment : rose

- caractères microscopique

- Les filaments suivent un trajet très anguleux, et des ramifications courtes.

les macroconidies sont absentes.

Les  résultats obtenus sont comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Amoura et

Baz, 2014 ; Dufresne, 2018). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 6

appartient au genre Trichophyton.

- Ech 6 : Trichophyton spp

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 7 est présentée au

tableau 9.

Tableau 9. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 7.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 7

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : rapide

- Recto : brun foncé à noire

- Aspect : duveteuse

- Pigment : noire

- caractères microscopique

- Hyphe, septé deviennent rapidement brun foncé.

- Conidiophores, simple, brun, géniculés.

- Conidies naissent de part et d’autre de la partie terminale du conidiophore.

- Certain conidies émettent un tube germinatif à partir des cellules terminales.

Les  résultats obtenus sont comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Chabasse et

al., 2002 ). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 7 appartient au genre

Bipolaris.

- Ech 7: Bipolaris australiensis

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 8 est présentée au

tableau 10.

Tableau 10. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 8.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 8

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : modérément rapide

- Recto : vert

- Aspect : poudreuse

- pigment : jaune

- caractères microscopique

- Conidiophores dressés, ramifiés, terminés des phialides.

- Phialides : sont disposées en verticilles.

- Une rangée de métules.

- Conidies restent en chaîne et contribuent à donner à la tête conidienne un aspect

en pinceau.

Les  résultats obtenus sont  comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Chabasse et

al., 2002 ; Pitt and Hocking, 2009 ;  Mônica Cristina et al., 2016). L'analyse de ces résultats a

révélé que la souche Ech 8 appartient au genre Pénicillium.

- Ech 8: Pénicillium spp2

(x400)
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L’étude macroscopique et microscopique de la  souche  Ech 9 est présentée au

tableau 11.

Tableau 11. Aspect macroscopique et microscopique  de la souche Ech 9.

Souche PDA CYA MEA Aspect
microscopique

Ech 9

Recto (surface)

Verso (revers)

- caractères macroscopique

- Vitesse : rapide

- Recto : noire

- Aspect : granuleuse

- Pigment : pas de pigment

- caractères microscopique

- Têtes conidiennes bisériées, radiées, noire à maturité.

- Vésicules globuleuses.

- Phialides insérées sur la vésicule par l’intermédiaire de métules disposées sur

tout le pourtour de la vésicule.

Ajoutez le grossissement sur toutes les photos de l’aspect microscopique

Les  résultats obtenus sont  comparés  à  ceux  décrits  dans  la littérature (Chabasse et

al., 2002). L'analyse de ces résultats a révélé que la souche Ech 9 appartient au genre

Aspergillus.

- Ech 9: Aspergillus niger

(x400)
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4.3. Mise en évidence des activités hydrolases sur milieux gélosés

La recherche qualitative de l’activité enzymatique elle s’effectue typiquement en se

basant sur la capacité de la souche fongique isolée  de croître sur des milieux de culture  à

base d’une seule source de nutrition.

La  détermination de  cette  activité  est  basée  sur  la mesure  du  diamètre  de l’anneau

claire qui se forme autour de la colonie fongique.  Le diamètre de cette zone est lié à la

quantité des enzymes extracellulaires produites par les moisissures. Les mesures sont

effectuées à partir du deuxième jusqu’au septième jour (tableau 12).

Tableau 12. Diamètres (mm) de zones d’hydrolyses de souches testées.

Cellulase Lactase Protéase Gélatinase Amylase
ZH DC ZH DC ZH DC ZH DC ZH DC

Pénicillium.spp1 5 23 / 9 0 22 8 24 7 28
A.ochraceus 8 27 / 10 8 30 6 29 4 25

A.niger 3 45 / 22 5 70 1 65 2 40
A.terreus 8 35 / 7 3 20 11 36 2 25

A.ochraceus 9 15 / 15 2 27 15 31 5 16
Trichophyton.spp / / / 20 / + 9 44 2 23

B.australiensis 2 70 / 53 / + 5 48 3 50
Pénicillium.spp2 4 32 / 29 1 41 27 33 2 38

A.niger 3 40 / 22 7 / 2 43 2 12

+ Envahissement du milieu / Absence de la zone d’hydrolyse

ZH : Zone d’Hydrolyse                            DC : Diamètre de la Colonie

4.3.1. Activité cellulolytique

Les résultats obtenus après l’ensemencement des milieux gélosés à base de cellulose,

donnent des zones d’hydrolyse de diamètres différents suivant la capacité de chaque souche à

dégrader ce substrat (tableau 13).
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Tableau 13. L’activité cellulolytique de neuf souches isolées.

Pénicillium spp1 A.ochraceus A.niger

A.terreus A.ochraceus Trichophyton.spp

/
/ : pas de croissance

B.australiensis Pénicillium spp2 A.niger

Figure 4. Les zones d’hydrolyse et le diamètre des colonies sur milieu de cellulose

Selon les résultats indiqués dans les tableaux 12 et 13 et la figure 4,  8 souches

présentent une activité cellulolytique dont la plus élevée est celle des souches Aspergillus

ochraceus et Aspergillus terreus. Cependant,  l’activité cellulolytique présenté par ces

souches est faible.
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Les souches fongiques cellulolytiques, les plus étudiées sont : Aspergillus ont subi un

nombre d'études considérable en ce qui concerne leurs enzymes cellulolytiques. Les plus

étudiés étant: Aspergillus et Trichoderma (Kitamoto et al.,1996 ; Lokington et al.,1997 ; Riou

et al., 1998; Fujita et al.,2002 )

Les Trichoderma et les Aspergillus ont connus de longue date pour leurs activités

cellulolytiques, elles sont considérées parmi les souches fongiques les plus cellulolytiques

(Petersson et al., 1981 ; Kubicek., 1998).

4.3.2. Activité lactosique

Figure 5. Les zones d’hydrolyse et les diamètres de croissance  sur milieu de lactose.

A partir l’histogramme ci-dessus (figure 5), aucune souche n’a d’activité lactosique. Ce

résultat ressemble à celui présenté par Beghoul et Hammoudi (2016)  qu’ont montrés que

parmi les 22 souches testées pour la production de la β-galactosidase, aucune n’est révélée

positive pour ce test.

4.3.3. Activité protéolytique

L’étude de cette activité est réalisée sur deux milieux de différentes protéines, lait

gélosé et gélatine à 5 % (Annexe 2).
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4.3.3.1. Lait gélosé

Tableau 14. L’activité protéolytique sur lait gélosé de neuf souches isolées.

Pénicillium spp1 A.ochraceus A.niger

A.terreus A.ochraceus Trichophyton.spp

B.australiensis Pénicillium.spp2 A.niger

Figure 6. Les zones d’hydrolyse et le diamètre des colonies sur lait gélosé

Après l’analyse de notre résultats qui basé sur la figure 6 et les tableaux 12 et 14 on

observe A.ochraceus et A.niger ont l’activité la plus élevé. A.terreus, A.ochraceus et

Pénicillium spp2 ont une faible activité. Pour les souches Trichophyton spp et B.australiensis,
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il est difficile de mesurer la zone d’hydrolyse  à cause de leur croissance rapide

(Envahissement du milieu).

Ces résultats sont en accord avec ceux présentés par Kellil S. (2015) pour la recherche

des moisissures coagulant le lait à partir du sol qui se trouve à proximité de laiterie de

Boudouaou (Boumerdes).

4.3.3.2. Gélatine

Tableau 15. L’activité protéolytique sur gélose a base de Gélatine de neuf souches isolées.

Pénicillium spp1 A.ochraceus A.niger

A.terreus A.ochraceus Trichophyton.spp

B.australiensis Pénicillium.spp2 A.niger

Figure 7. Les zones d’hydrolyse et le diamètre des colonies sur milieu de gélatine.

0
10
20
30
40
50
60
70

Gélatinase ZH

Gélatinase DC



Chapitre 4 Résultats et Discussions

33

Selon les tableaux 12 et 15 et la figure 7, on peut conclure que la souche la plus

productrice de gélatinasse est la souche pénicillium spp2.

Cordova (1998) a obtenu 44 souches de moisissures gélatinolytiques prélevées à partir

du sol entourant des usines au Mexique.

4.3.4. Activité amylolytique

Pour tester la production de l’amylase en utilise l’amidon comme seul substrat  et les

résultats obtenus sont présentés dans tableau 16.

Tableau 16. L’activité amylolytique de neuf souches isolées.

Pénicillium spp1 A.ochraceus A.niger

A.terreus A.ochraceus Trichophyton.spp

B.australiensis Pénicillium.spp2 A.niger
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Figure 8. Les zones d’hydrolyse et le diamètre des colonies sur milieu de l’amidon

D’après la figure 8 et les tableaux 12 et 16, la souche la plus productrice est Penicillium

spp2 avec 7 mm d’un diamètre.

Plusieurs espèces du genre Penicillium telles que P. fellutanumet et P. notatum sont

productrices d’α-amylase, comme a été montré par les études de Kathiresan et Mannivanan

(2006) ; Ertan et Balkan (2007). Aussi, le travail de Meziani et Mahcene (2017) montre que la

souche Penicillium sp est caractérisée par une activité amylolytique élevée avec une zone

d’hydrolyse de diamètre de 10 mm. Une autre étude de Tatsinkou et al. (2005) a décrit la

capacité de certaines souches fongiques produisant de l’alpha amylase dans les mêmes

conditions expérimentales que celles décrites dans ce travail.

Figure 9. Pourcentages d’enzymes produites par les souches testées.
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Les souches testées ont présenté quatre activités sur les 5 recherchées dont la plus

remarquable est l’activité  de la gélatinase et amylase avec les 9 souches (100%) et une

activité important de cellulase (89%) avec 8 souches. Ainsi ces moisissures ont présenté une

activité protéolytique considérable 56%.
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Conclusion
L’objectif de notre travail consiste à l’isolement, l’identification et la mise en évidence

de l’activité hydrolase des souches de moisissures isolées du sol de deux sources thermales

l’une est d’Hammame El Hadjeb (Biskra) et le forage de Tiendla (Djamaa).

Les cultures des prélèvements sur milieu PDA ont permis d’isoler quatre souches

différentes de champignons filamenteux et cinq souches de levure à partir du premier

échantillon du sol, tandis que cinq souches différentes de moisissures ont été obtenues à partir

du deuxième échantillon.

Après l’ensemencement et l’isolement, neuf souches différentes ont été obtenus. Les

examens macroscopiques et microscopiques de ces souches ont montré qu'elles appartiennent

aux 4 genres différents : Aspergillus, Penicillium, Bipolaris, Trichophyton. Les genres les plus

dominants sont Aspergillus et Penicillium.

Les souches testées ont montré quatre activités sur les 5 recherchées dont la plus

remarquable est l’activité  de la gélatinase et amylase avec les 9 souches (100%) et une

activité important de cellulase (89%) avec 8 souches. Ainsi ces moisissures ont présenté une

activité protéolytique considérable 56%.

Cette contribution à l’étude de l’activité des enzymes hydrolases de souches fongiques a

donné des résultats encourageants qui devront être complétés par les perspectives suivantes :

- identification moléculaire et caractérisation des souches actives ;

- purification et étude des caractéristiques des enzymes pour une future exploitation à

l’échelle industrielle ;

- optimisation des paramètres de production de ces enzymes.
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Annexes
Annexe 1 : Milieux de repiquage et de conservation des souches

1.1. Milieu Potato-Dextrose-Agar (P.D.A)

Agar-agar 20 g

Pomme de terre 200 g

Dextrose 20 g

Eau distillée 1000 ml

Laver,  couper  en  morceaux  les  pommes  de  terre,  les  faire  cuire,  filtrer,  ajouter

l’agar,  le glucose puis ajuster la quantité d’eau. Autoclaver 20 minutes à 120 °C.

1.2. Milieu Sabouraud

Glucose  20g

Peptone  10g

Agar        15g

Eau distillé  1000 ml

pH = 5.6

stérilisation à 120°C pendant 20 minutes

1.3. Czapek Yeast Extract Agar (CYA)

K2HPO4    1g

Czapek concentré  10ml

Solution métallique   1ml

Extrait de levures, en poudre   5g

Saccharose   30g

Agar   15g

Eau distillée 1 litre

Stériliser à l'autoclave à 121°C pour 15 min, le pH final est 6,7.
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1.3.1. Czapek concentré

NaNO3 30g

KCl 5 g

MgSO4- 7H2O 5 g

FeSO4- 7H2O 0,1 g

Eau distillée (qsp.) 100 ml

1.3.2. Solution de métallique

CuSO4- 5H20 0, 5 g

ZnSO4- 7H20 1 g

Eau, distillée 100 ml

Maintenir indéfiniment sans stérilisation.

1.4. Malt Extract Agar (MEA)

- Extrait de Malt 20 g

- Peptone   1 g

- Glucose 20 g

- Agar 20 g

- Eau distillée qsp 1000 ml

Autoclavage à 120 °C pendant 15 min.

1.5. Eau Physiologique

Chlorure de sodium 9 g

Eau distillée 1000 ml
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Annexe 2 : Milieux de la mise en évidence des activités enzymatiques

2.1. Lait gélosés

Lait écrèmes 100g

Agar 20g

Eau distillé 1000 ml

2.2. Milieu de culture à base de gélatine 5%

Gélatine 50g

Agar 20g

Eau distillé 1000 ml

2.3. Milieu de culture à base de cellulose 3%

Cellulose 3g

Agar 20g

Eau distillé 1000 ml

2.4. Milieu de culture à base de lactose 5%

Lactose 1g

Agar 20g

Eau distillé 1000 ml

2.5. Milieu de culture à base d’amidon 1%

Amidon 1g

Agar 20g

Eau distillé 1000 ml
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Annexe 3: Les indicateurs colorés

3.1. Rouge Congo à 0.1%

Rouge Congo 0.1g

Eau distillé 100 ml

Dissoudre  0.1g de Rouge Congo dans un petit volume d’eau distillée puis compléter le

volume  jusqu’à 100 ml

3.2.  Eau iodée (Lugol)

Iode 1g

Iodure de potassium 2g

Eau distillé 100 ml

Dissoudre 2g d’iodure de potassium dans un peu d’eau distillée puis ajouter 1g d’iode,

ensuite compléter à 100 ml d’eau distillée (ajouter éventuellement un peu d’iode pour

permettre la dissolution totale de l’iode)

3.3. lactophénol (Guiraud, 1998)

Acide lactique 100 ml

Phénol 100 g

Glycérol 100 ml

Eau distillée 100 ml



ملخص

)مصدر حراري(الخارج الخلویة لسلالات عفن عزلت من بیئة قاسیة التحلیلي للإنزیماتتتمثل أھداف عملنا في تحدید وعرض النشاط 

أجناس مختلفة4سلالات مختلفة من الفطریات الخیطیة مقسمة إلى 9تمكنا من عزل PDAبعد زرع العینات على وسط

Aspergillus,Penicillium, Trichophyton, >Bipolaris.

) ٪100(سلالات 9أنشطة إنزیمیة من بین الخمسة ، وأبرزھا نشاط الجیلاتین والأمیلاز مع وأظھرت السلالات التي تم اختبارھا أربعة 

.٪56وكذا أظھرت ھذه السلالات نشاط كبیر في تحلیل البروتینات . سلالات8مع ) ٪89(ونشاط كبیر من السلیلاز 

إنزیم خارج خلوي,نشاط تحلیلي ,مصدر حراري,عفن:كلمات مفتاحیة

Résumé

Les objectifs de notre travail sont d'identifier et de mettre en évidence l’activité  des enzymes hydrolases

extracellulaires de moisissures isolés du milieu extrême (source thermale).Les cultures des prélèvements sur

milieu PDA ont permis d’isoler neuf souches différentes de champignons filamenteux sont réparties sur 4 genres

différents: Aspergillus, Penicillium, Trichophyton, Bipolaris. Les souches testées ont présenté quatre activités sur

les 5 recherchées dont la plus remarquable est l’activité protéolytique et amylolytique avec les 9 souches (100%)

produisant des gélatinases et des amylases et une activité important de cellulase (89%) avec 8 souches. Ainsi ces

moisissures ont présenté une activité protéolytique considérable 56% produisant des caséinases.

Mots clés : moisissures, source thermale, activité hydrolase, enzyme extracellulaire.

Abstract

The objectives of our work are to identify and highlight the activity of extracellular hydrolase enzymes from

mold isolated from the extreme middle (thermal source).The cultures of the samples on PDA medium are

permitting to isolate nine different strains of filamentous fungi are divided into 4 different genera: Aspergillus,

Penicillium, Trichophyton, and Bipolaris. The strains tested presented four activities on the 5 sought ones, the

most remarkable being the proteolytic and amylolytic activity with the 9 strains (100%) producing gelatinases

and amylases and a significant activity of cellulase (89%) with 8 strains. Thus these molds showed a

considerable proteolytic activity 56% producing caseinases.

Keywords: mold, thermal source, hydrolase activity, extracellular enzyme.
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