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Introduction

Introduction

Le sol constitue un bon environnement pour la prolifération microbienne, dans lequel,
les champignons filamenteux représentent la biomasse majoritaire apres les bactéries (Calvet,
2000). Le nombre, la composition et la diversité des especes dans un sol donné dépendent de
nombreux facteurs, notamment 1’aération, la température, 1’acidité, ’humidité, la teneur en
éléments nutritifs et en substrat organique (Marilley et al., 2007).

Les champignons filamenteux peuvent également habiter dans des environnements
extrémes, ou les conditions de vie sont particuliéres; la tempeérature et la salinité élevées, le pH
trés acides ou tres alcalin, représentent des facteurs écologiques déterminant d’un milieu
extréme et une source importante a exploiter pour développer des nouveaux procédés
biotechnologiques (Bhat, 2000 ; Peciulyte, 2007). Les champignons filamenteux peuvent
synthétiser un grand nombre de substances complexes économiquement tres importantes,
telles que ; les acides organiques, les antibiotiques et les enzymes (Vierling, 2008).

Les enzymes produites par les champignons filamenteux extrémophiles sont nommées
extremoenzymes, représentant des propriétés et des spécificités diverses. Ces propriétés
refletent de plus en plus leurs utilisations dans divers domaines d’applications, tels que
I’industrie alimentaire, les détergents pour lessives, I’industrie des tanneries et I’industrie
pharmaceutique. Les enzymes de la famille des hydrolases telles que, I’a-amylase, la cellulase,
la pectinase, protéase, lipase, sont parmi les enzymes les importantes a 1’échelle industrielle
(Little, 2004).

Dans ce cadre, le présent travail est réalisé, dont 1’objectif principal est d’isoler des
champignons filamenteux avec des caractéristiques d’intérét industriel et de tester leur
production en hydrolases. Pour atteindre notre objectif, notre travail est organisé en cing étapes ;

1. Echantillonnage a partir du sol de Chott Tigudidine, choisi comme milieu extréme ;

Analyses physicochimiques des échantillons du sol ;

2

3. Isolement et identification morphologique des champignons filamenteux ;
4. Caractérisation physiologique des isolats obtenus vis-a-vis de la salinité ;
5

Mise en évidence de I’activité hydrolytique.
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Chapitre 1 Environnements extrémes et les champignons filamenteux

1.1. Environnements extrémes et les extrémophiles

1.1.1. Environnement extréme

Pour pouvoir définir un environnement extréme, il faudrait d'abord définir ce qu'est un
environnement non-extréme ou normal. Pour cela, un consensus général établit les facteurs
physiques et chimiques les plus importants pour un environnement normal. Ces facteurs se
situeraient approximativement a des valeurs de température de 4 a 50°C, de pH de 54 8,5 et de
salinité entre celle de I'eau douce et celle de I'eau de mer Loin des environnements normaux, la
diversité des especes diminue et le stress environnemental augmente. Les facteurs de stress
environnementaux sont habituellement additifs, l'augmentation d'un facteur, augmente la
susceptibilité du microorganisme envers d'autres facteurs (Kristjansson et Hreggvidsson, 1995).

1.1.2. Extrémophiles

Sont des micro-organismes qui se développent de maniére optimale dans des conditions
de milieux mortelles pour la quasi-totalité des autres espéces. Le concept d’extrémophilie a la
différence de celui de résistance aux conditions extrémes, implique que ’ensemble de la
machinerie cellulaire soit adapté aux conditions extrémes et que les cellules fonctionnent de
maniere optimale dans ces conditions (Querellou et Guezennec, 2010).
1.2. Champignons filamenteux

1.2.1. Définition des champignons filamenteux

Les moisissures ou les champignons filamenteux sont des eucaryotes non
photosynthétiques (Guiraud, 1998). lls peuvent étre définis comme des microorganismes
hétérotrophes filamenteux et immobiles (Nicklin et al., 2000). Ils appartiennent a
I'embranchement des thallophytes (Semal et al., 1993). Les champignons filamenteux sont des
organismes ubiquitaires, on les trouve dans le sol, I’air, sur les revétements de I’homme, des
animaux, des plantes (Figarella et al., 2007). Certains vivent en symbiose avec les végétaux
(Nicklin et al., 2000), d’autres sont des parasites des végétaux ou des animaux, d’autres sont
des saprophytes, se développant sur des déchets organiques (Dedet, 2007).

1.2.2. Morphologie et structure des champignons filamenteux

La cellule de champignon compose les différents organites d’une cellule eucaryote
(noyau, mitochondries, réticulum endoplasmique, 1’appareil de Golgi, ribosomes, et paroi ...)
(Rebbouh, 2016).
Le corps ou thalle d’une moisissure est fait de deux parties : Le mycélium et les spores. Le
mycelium est un ensemble de plusieurs filaments appelés hyphes. Chaque hyphe mesure 5 a 10
pum de diamétre posséde un cytoplasme commun (Ait Abdelouahab, 2001). Chez la plupart des

moisissures, les hyphes sont divisés par les cloisons ou les appelle alors hyphes segmentés ou
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septés, dans quelques classes de mycetes, les hyphes ne contiennent pas de cloisons et ont
I’aspect de longues cellules continus & noyaux multiples; ils sont appelés coénocytes (Tortora
et al., 2003).

1.2.3. Classification des champignons filamenteux

La classification des moisissures est basée sur des caractéristiques morphologiques
(aspect des hyphes) (Castegnaro et Pfohl, 2002), et physiologiques (mode de reproduction), on
distingue quatre classe : les Zygomycétes ; les Ascomycetes, les Basidiomycetes, et les
Deutéromycetes (Marie et al., 2002).

* Zygomycetes : Ce sont des moisissures, dont les hyphes sont cénocytiques (non
segmentés), ils sont appelés également les mycéetes a conjugaison .Leur reproduction sexuéee
donne des zygospores. (Leyral et Vierling, 2007).

* Ascomycetes : ou mycetes a sac, regroupent les moisissures a hyphes segmentés, donc
le caractére distinctif des Ascomycétes est 1’asque ; structure en sac dans laquelle se forment
les spores méiotiques (sexuées), nommées également ascospores (Raven et al., 2003).

* Basidiomyceétes : ou mycetes a massue, ou appelés encore les champignons a chapeau,
se caractérisent par des hyphes segmentés et la formation des basides impliqués dans la
reproduction sexuée (Prescott et al., 2003).

* Deutéromyceétes : sont communément connus comme des mycetes imparfaits. 1ls sont
des Ascomycétes ou Basidiomycetes qui ont perdu la partie sexuée de leur cycle biologique
(Perry et al., 2004).

1.2.4. Modes de reproductions des champignons filamenteux

La multiplication ou la reproduction des moisissures se fait sous forme de spores selon
deux mécanises: sexué et asexué. (Gansen et Alexandre, 2004).

1.2.4.1. Reproduction sexuée

La reproduction sexuée est assurée par des gamétes ou des spores formées a la suite d’une
méiose (Sterullu, 1991). Selon Tortora et al., (2007) elle se résume donc en trois phases :

a- Plasmogamie: phase ou se réalise la fusion protoplasmique.
b- Caryogamie: les noyaux plus et moins fusionnés forment le noyau diploide d’un zygote.

c- Méiose : le noyau diploide donne naissance a des noyaux haploides (spores sexuées).
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1.2.4.2. Reproduction asexuée

Les spores représentent le mode de reproduction asexué le plus commun chez les
champignons : elles sont produites soit dans des sporanges, soit a partir de cellules d’hyphes
appelées cellules conidiogénes (Raven et al., 2000).

1.2.5. Condition de la croissance

1.2.5.1. Facteurs physicochimiques

* La tempeérature : Elle joue un rdle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle
intervient également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989). La
plupart des mycetes sont mésophiles et croissent a des températures variant de 5 a 40°C
(Delarras, 2008). Certains sont psychrophiliques et sont capables de vivre a moins de 5°C,
d’autres sont thermotolérants ou thermophiles et peuvent croitre au-dessus de 50°C (Nicklin et
al., 2000).

* L’humidité : L’influence de I’humidité se manifeste sur la croissance du mycélium, la
sporulation et leur germination (Leyral et vierling, 2007). Cependant, la majorité des
moisissures préférent une activité en eau plus élevée de 0,80 a 0,95 voire méme parfois la
saturation a 25°C, quelques espéces (xérophiles) peuvent croitre a une activité en eau Aw <
0,75(Guiraud, 2003).

* Le PH : La croissance optimale des champignons filamenteux se fait a des pH entre 4
et 6, 5, bien qu’ils peuvent tolérer des pH tres acides et des pH alcalin (Delarras, 2008).

* La lumiere : Les radiations du spectre visible (380 — 720) n’ont en général pas d’action
sur la croissance végétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation (Botton et
al., 1999).

* Aération : La quantité d’oxygene mise a la disposition des moisissures est un facteur
important de développement (Botton et al., 1999). La plupart sont aérobies, certaines peuvent
méme supporter une anaérobiose tres stricte (Madigan et Martinko, 2007).

1.2.5.2. Les besoins nutritifs

* Carbone : Le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le maltose, le saccharose,
I’amidon et la cellulose représentent les sucres les plus utilisés par les moisissures comme
source de carbone et d’énergie. (Nicklin et al., 2000).

* L’azote : La plupart moisissures utilisent comme source d’azote les nitrates ou les sels
ammoniacaux mais aussi les acides aminés (Leyral et Vierling, 2007), et aucune moisissure ne
peut fixer I’azote atmosphérique (Devet ,1997).

* Eléments minéraux : La présence des ions minéraux et métaux dans le milieu de

culture est necessaire pour la croissance et la reproduction de plusieurs espéces fongiques, il
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s’agit essentiellement de sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec
des concentrations plus ou moins différentes selon I’espéce (Uchicoba et al., 2001).

* L’eau : Elle assure, pour les champignons la diffusion des substances nutritives dans
les cellules, la libération des enzymes extracellulaires et la maintenance de leur cytoplasme. La
disponibilité en eau était définie par 1’équilibre de I’humidité relative (HR) que doivent étre
70% (Nasraoui, 2006).

* Vitamine : Diverses vitamines sont également d’une grande importance pour leur
croissance, en particulier la thiamine, la biotine intervenant comme coenzyme lors des
carboxylations (Botton et al., 1990).

1.2.6. Les champignons extrémophiles

Méme, si toute matiére organique peut constituer un substrat de croissance pour les
moisissures, les conditions optimales de croissance peuvent varier d’une espéce a 1’autre,
Chacune d’entre elles ayant un degré différent d’adaptation a son environnement (Halewyn et
al., 2002), doncon a:

1.2.6.1. Champignons thermophiles

Un champignon est considéré comme thermophile lorsque les températures limites de sa
croissance sont situées entre 45C et plus de 80 °C. Alors qu’un champignon est considéré
hyperthermophiles lorsqu’il se développe au-dessus 80 °C (Madijan et Martino ,2006) D’aprées
Salar et Aneja 2007, il existe jusqu'a présent 42 espéces de champignons filamenteux
thermophiles décrits, avec cing especes appartenant aux Zygomycetes, vingt-trois aux
Ascomycetes et quatorze aux Deutéromycetes.

1.2.6.2. Champignons Halophiles

Les champignons halophiles sont définit comme étant ceux capables de pousser plus
rapidement sur des milieux contenant du NaCl que sur ceux contenant du glucose ou du fructose
et ceux-ci a des activités en eau (Aw) comprises entre 0,80 et 0,90 et a des températures de 20,
30, 34 et 37 °C. lls peuvent étre classés selon le degré de leur besoin en sel (Pitt et Hocking
,2009).

1.2.6.3. Alcalophiles

Sont des microorganismes qui se développent de fagcon optimale & pH supérieur a 9,0,
souvent avec un pH optimum autour de 10, tout en montrant la croissance peu ou pas pres des
valeurs de pH neutres (Horikoshi, 1999). Une diversité de microorganismes peut croitre a un
pH de 10,5 (Martins et al., 2001).
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1.2.6.4. Acidophiles

Sont des microorganismes qui se développent de fagcon optimale a un pH de 2 (Morozkina
et al., 2010). Les acidophiles oxydent le soufre élémentaire (dans les zones volcaniques) ou les
minéraux sulfurés (en drainage) pour obtenir de I'énergie, généerant ainsi des milieux acides
extrémes (Rohwerder et Sand, 2007).

1.2.6.5. Champignons Xeérophiles

Selon Pitt, (1975) les champignons xérophiles se définissent comme étant des
champignons capables de pousser a des activités en eau (Aw) inférieures a 0,85. De son c6té
Griffin, (1981) divisa ce groupe de champignons en Xérophiles ayant un optimum de croissance
a une activité en eau Aw inférieure a 0,96 et en Xérotolérants avec un optimum de croissance a
des Aw comprises entre 1,00 et 0.96.
1.3. Application biotechnologiques des extrémophiles

On peut distinguer deux types d’applications différentes. La premiére repose sur
I’utilisation directe des organismes. C’est le cas en particulier pour les applications liées a la
bioremédiation (ensemble des procédés visant a la restauration d’un écosystéme grace a la
stimulation des populations microbiennes indigeénes ou a 1’apport de populations adaptées) et a
la biolixiviation (ou procédé dans lequel les microbes sont utilisés pour le traitement des
minerais). Le second type d’applications repose sur I’utilisation des biomolécules issues des
extrémophiles. Ce sont en particulier les enzymes, mais aussi les protéines, les lipides, les
polymeres, les extrémolytes et une grande diversité de métabolites secondaires (Querellou et
Guezennec, 2010).



Chapitre 1 Environnements extrémes et les champignons filamenteux

Chapitre 2
L_es enzymes extrémophiles



Chapitre 2 les enzymes extrémophiles

2.1. Les enzymes extrémophiles

2.1.1. Généralité :

A savoir les extremozymes, 4 I’aide d’une grande stabilité et d’un risque de contamination
réduite des organismes qui les produite. D’autres caractéristiques utiles de ces enzymes au cours
du processus de production comprennent des vitesses de transfert améliorées et une viscosité
inférieure. En raison de propriétés particuliere de ces enzymes, elles devraient constitués le pont
entre les processus biologique et chimique. Les développements récents sont maintenant les
bons catalyseurs de grand intérét industriel. Des exemples typiques sont les enzymes dégradant
les polyméres comme : amylase, protéase, cellulase... (Querellou et Guezennec, 2010).

2.1.2. Protéase

Les protéases sont des enzymes qui catalysent 1’hydrolyse des protéines dans des sites
bien spécifiques en scindant la liaison peptidique qui lie deux acides aminés dans une chaine
peptidique (Kumar et al., 2008). Elles sont générées comme des pro-enzymes inactives
(zymogeénes) et selon les exigences, elles seront converties en forme active par une protéolyse
limitée (Reddy et al., 2008).

Les protéases fongiques représentent 40% du marché mondial des enzymes industrielles.
IIs constituent les enzymes les plus importantes qui peuvent étre produites par plusieurs genres
fongiques tels qu’Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Mucor, Rhizopus, Fusarium, etc (Ul-
hag et al., 2003).

Les protéases sont généralement utilisées comme additifs dans les détergents de
blanchisserie, dans la transformation des produits alimentaires, pharmaceutiques et dans les
industries de tannage de cuir aussi bien que dans la gestion des déchets (Amoozegar et al.,
2007).

2.1.3. a-amylases

L’a-amylase est une endoenzyme appartenant a la famille des hydrolases. (Franco et al.,
2000).elle Catalysant le clivage des liaisons glycosidiques de type (1-4) dans I'amidon et du
glycogene, donnant des produits a bas poids moléculaire. Elle provoque la libération du glucose,
du maltose et surtout d’a —dextrines. (Souza, 2010).

La production industrielle de ces enzymes a partir des microorganismes fongiques
appartenant surtout aux genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps. L'a-amylase
fongique est d'une thermostabilité assez faible, son optimum d'action se situe entre 50°C et

55°C (Duo-Chuan et al., 1997). Actuellement d’autres genres de moisissures dont Rhizopus et
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Alternaria ont été utilisés pour la production d’a-amylase relativement thermostable (Kaki et
al., 2012).

Les a-amylases sont une classe importante d'enzymes industrielles, avec des applications
a grande échelle dans I'industrie alimentaire, textile, papier, détergent et pharmaceutique.
L’activité et la stabilité de ses enzymes sont maintenues dans divers solvants organiques tels
que le xyléne, le styrene, le toluene, le benzene et le chloroforme. (Kumar et al., 2016).

2.1.4. Cellulases

Les cellulases se rapportent a un groupe d'enzymes qui agissant ensemble, hydrolysent la
cellulose en sucres simples (Korish, 2003). C’est un systéme enzymatique complexe, composé
de trois types principaux d’enzymes: Endo B (1-4)-glucanase ou endocellulase, Exo B (1-4)-
glucanase ou cellobiohydrolase, B (1-4)-glucosidase ou cellobiase (wang et al., 2002).

Les moisissures occupent une place importante sur le marché des cellulases dont les
productrices principales sont les Aspergillus et les Trichoderma. Ces champignons filamenteux
sont les plus connus et les plus efficaces pour la dégradation des polysaccharides des parois
cellulaires végétales, en produisant des mélanges d’enzymes hydrolytiques extracellulaires
(Hasper et al., 2002).

La biotechnologie des cellulases a débuté vers les années 1980 dans 1’alimentation
animale (Chesson, 1987), et ensuite dans I’industrie du textile, de la lessive et du papier.
Actuellement, elle occupe environ 20 % du marché mondial des enzymes (Lekchiri et al., 2006).
Les performances élevées atteintes leurs ouvrent des perspectives intéressantes pour différentes
applications industrielles (leghlimi, 2013), dans les industries de transformation de 1’amidon,
de brasserie, I’extraction de jus de fruits et 1égumes (Gao et al., 2008). L’intérét aux cellulases
augmente également dans la production du bioéthanol (Wang et al., 2009).

2.1.5. Lipase

Les lipases sont définies comme étant des carboxyle-estérases catalysant I'nydrolyse et la
synthese d'esters formés de glycérine et des acides gras de longues chaines (Reis et al., 2008).
Ils ressemblent aux estérases, mais elles se différent par leur capacité d'agir sur les esters
insolubles dans I'eau (Petersen et Daniel, 2006).

Les lipases microbien sont également largement répandues chez les champignons
filamenteux tels que, Aspergillus flavus, A.oryzae, A.parasiticus, Penicillium roqueforti,
(Fickersetal., 2007). La quantité de lipases produites par des champignons dépend de plusieurs
facteurs environnementaux tels que; la température d’incubation, le pH, les sources de carbone,
d’azote ... (Aires-Barros et al., 1994).
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Indépendamment de leur importance biologique, les lipases ont un réle important dans
divers secteurs : médecine clinique, pharmacologie, nutrition, aliments et technologie des huiles
(Verger et al., 1990). Notamment, la grande majorité des préparations commerciales des lipases
concernent les lipases d’origine fongique (Smeltzer et al., 1992).

2.1.6. Pectinase

Les enzymes pectinolytiques « pectinases » constituent un groupe unique, complexe et
hétérogene de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les substrats pectinolytiques,
notamment les polyméres de pectine, qui représentent le polysaccharide majeur de la paroi
cellulaire primaire et la lamelle moyenne de la paroi végétale. Cette action se résume dans le
scindement de 1’acide polygalacturonique (PGA) en acide monogalacturonique (Tatiana et
Flevo, 2005).

Les enzymes pectinolytiques d’origine fongique occupent une position centrale avec 25%
du marché global des enzymes (Sharma et al., 2013), leur production industrielle est réalisée
principalement par fermentation en milieu solide. Les microorganismes utilisés sont des
champignons filamenteux de trois genres différents : Aspergillus, Penicillium et Botrytis .

Les pectinases trouvent des applications dans divers domaines tel que : le textile,
industries du papier, fermentation du cacao, la confection et la maturité du thé, I’extraction des
pulpes a partir des fruits et légumes, ainsi que le traitement des eaux usés (Zeni et al., 2015).
Elles sont utilisées également dans la clarification du vin, ou bien comme complément

alimentaire dans 1’alimentation animale (Rodriguez-Fernandez et al., 2011).
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3.1. Présentation de la région d’étude

Les échantillons du sol sont prélevés a partir de Chott Tigudidine situé dans la région
d’Oued Righ a Djamaa lié administrativement a la wilaya d’Oued Souf présentée une carte
géographique de I’ Algérie. Il est limitée par : Tébessa et khenchela au Nord, Ouargla au Sud,
la Tunisie a I’Est, Ouargla et Djelfa a I'Ouest (01). La vallée d’Oued Righ se situe au Nord- Est
du Sahara Algérie, le long du grand Erg oriental et au sud de 1’Aures. Elle se présente comme
une sorte de gouttiere tres aplatie de 15 a 30 Km de large et s’étend sur 150 Km, sur un axe
Sud-Nord entre les latitudes 32° 45°- 34° 30’ et les longitudes 5° 45 et 6°15 Est (Boumaraf et
al.,2014). Le climat de cette région est extrémement aride, avec une précipitation irréguliére
variée entre 80 et 100 mm/ans. La température annuelle moyenne est de 23°C; le mois le plus
froids est janvier (08 °C) et le mois le plus chaud est juillet (40 °C). (Dendouga et al., 2015).
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Figure 1. Localisation géographique (Chott Figure 2. Chott Tigudidine (Photo original).
Tigudidine) (2).

3.2. Echantillonnage

Les 07 échantillons du sol ont été pris le 25/1/2018 a une profondeur de 10 cm, dont les
5 premier cm superficiels ont été écartés. Chaque échantillon est recueilli par une spatule stérile
et posé dans un flacon en verre stérile. Le long de notre travail on a pris les précautions d'usage
des désinfections des outils (Par I'alcool éthylique) pour éviter tout risque de contamination

entre les échantillons (Davet et Rouxel, 1997). L’ensemble des échantillons collectés pour les
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analyses microbiologiques et physicochimiques est transporté au laboratoire, ou ils ont été

conserveés a 4°C.

Figure 3. Déférents étapes d'échantillonage.

3.2. Analyses physico-chimiques
3.2.1. Mesure du pH du sol
Pour la mesure de pH du sol de nos échantillons, on commence par la préparation d’une
suspension du sol (20g du sol avec 100 ml d’eau distillée). Une agitation pendant 45 min pour
I’obtention d’une suspension homogéne, Le pH de sol pour chaque échantillon a été déterminée
a I’aide d’un pH metre (Aubert, 1978).
3.2.2. Conductivité électrique
La mesure de la conductivité électrique de nos échantillons du sol nécessite la préparation
d’un homogénat du sol (20g de chaque échantillon dilué dans 100 ml d’eau distillée), avec une
filtration apres une agitation de 30 min. Les mesures de la conductivité électrique des filtras
obtenue, sont réalisées par conductimeétre (Aubert, 1978).
3.2.3. Détermination du taux d’humidité
Sécher 1 g du sol pendant 2 jours dans un dessiccateur a 105°C, jusqu'a I'obtention d'un
Poids constant (Denis, 1988). Le pourcentage d'humidité est calculé selon la formule suivante:
H (%) = (PH-PS/PH) x100.
+ PH : poids humide.
s PS: poids sec.

% H : humidité

11
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3.2.4. Dosage de chlorure

Selon Aubert (1978) la méethode consiste a diluer 10 g de sol dans 50 ml d’eau distillée,
apres une filtration 5 ml de filtrat et rajouter 3 goutte de bichromate de potassium(K2CrOa) avec
une agitation jusqu’a 1’obtention d’une couleur verte. Le titrage est effectuée par le nitrate
d’argent (AgNO3) a 0.1 N jusqu’a I’obtention d’une couleur rouge brique e. le témoin est
préparé en remplacant le filtrat par I'eau distillée. La concentration du chlore est déterminée
selon la formule suivante : Cl mg/l = [(n-n") 0,1 V/v].100/p.
n : volume de nitrate d’argent (AgNO3) mesuré apres titrage.
n’ : volume de nitrate d’argent (AgNO3) prendre pour le titrage.
V : volume de filtrat.
V : volume d’échantillon.
P : poids du sol 1 g.

3.2.5. Dosage du carbone et matiére organique

Le carbone organique est dosée selon la méthode de Anne, il est oxydé par le bichromate
de potassium en milieu sulfurique, Le bichromate doit étre en exces, et titré par une solution de
sel de Mohr, en présence de diphénylamine dont la couleur passe du bleu foncé au bleu vert
(Mathieu, 2003) (Annexel). Le témoin est préparé en remplacant prendre le filtrat par I'eau
distillée.

CO% = 3 (A-B)/A.
MO% = [(A-B)/A].6, 896.

- Soit B le volume de la solution consommée.
- Soit A le volume de la solution consomme par le témoin.
3.3. Analyses mycologiques

3.3.1. Préparation du milieu de culture

Dans notre travail, nous avons utilisé le PDA (G¢élose a I’extrait de pomme de terre; voir
I’annexe 02). Qu’est un milieu usuel pour la culture de la plupart des champignons. Le milieu
est additionné de 50 ppm gentamicine afin d'inhiber la croissance des bactérienne (Botton et
al., 1990).

3.3.2. Préparation des suspensions- dilutions

Une quantité de 10 g de chaque échantillon du sol est suspendue dans 90 ml d'eau distillée
stériles. Les suspensions du sol ont été vigoureusement agitées pendant 30 min. (Davet et
Rouxel, 1997).De chaque suspension du sol, une série de dilution décimale est effectuée (10°
1102,10%) (Bonnefoy et al., 2002).

12
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3.3.1. Ensemencement des moisissures

Le travail d’ensemencement a été pratiqué autour d’un bec bunsen. Un ml de chaque
dilution est ensemencée dans une boite de Pétri qui contient préalablement le PDA,
I’homogénéisation est réalisée en agitant manuellement les boites d’un mouvement circulaire
dans le plan horizontal. Ces derniers sont incubés a 30°C et sont observées quotidiennement
pendant deux semaines (Davet et Rouxel ,1997) pour noter 1’apparition de chaque colonie
fongique.

3.3.2. Purification

Avant d’entamer 1’identification, on procéde a la purification des isolats a 1’aide d’une
série de repiquage (Botton et al., 1990) donc chaque colonie de moisissure apparue a été
repiquée au centre et individuellement dans une autre boite de Pétri. Le milieu de culture utilisé
pour la purification est le méme utilisé pour I’isolement (PDA). Tous les isolats repiqués sont
incubée a 30°C (Dendouga, 2006).

3.3.3. Identification

L’identification reste I’opération la plus difficile dans le domaine de la mycologie, elle a
pour but de classer les souches fongiques par genres et espéces selon les critéres d’identification
(Botton et al., 1990). Elle est effectuée par deux techniques classiques, une observation
macroscopique et une étude microscopique.

3.3.3.1. Identification macroscopique

Ce suivi réalisable a 1’ceil nu mais aussi grace a une loupe binoculaire permet de
rassembler des indices révélateurs sur I’identité de nos isolats (Leghlimi, 2013).
L’aspect des colonies : les colonies peuvent étre duveteuses, laineuses, cotonneuses, veloutées,
poudreuses ou granuleuse.
Le relief des colonies : les colonies peuvent avoir un aspect plat ou plisseé.
La couleur des colonies : est un élément trés important d’identification; les colonies peuvent
étre de couleur blanche, créme, jaune, orange, verte, brune allant jusqu’au noir. Les pigments
peuvent étre localisés au niveau du mycélium ou diffuser dans le milieu de culture (Diguta,
2010).

3.3.4.2. Identification microscopique

Elle a été réalisée par la méthode de scotche ; un petit morceau de scotch est appliqué par
la face collante sur la colonie a l'aide d'une pince, puis déposé sur une lame porte —objet
(Chabasse et al., 2002), on utilisant le réactif lactophénol (annexe 01) comme diluant (Botton

et al., 1990). L’examen microscopique est basé sur les caractéres morphologiques, On notant
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les types de spores, aspect du thalle, aspect, couleur et disposition des spores, conidies (Mouria
etal., 2012).
3.3.4. caractérisation physiologique vis-a-vis la salinité
La tolérance des isolats a la salinite est testée dans des boites de Pétri contenant le
milieu PDA ajouté de concentrations progressives de NaCl : 10 %, 17.5 %. Chaque isolat est
ensemencé par disque et incubée a 30°C pendant 7 jours. (Guiraud, 2003).
3.3.4. Mise en évidence des activités enzymatiques extracellulaires
3.3.4.1. Protéase.
a. Gélatinase

La recherche d’une gélatinase est réalisée sur un milieu de base, additionné 0,4% de
gélatine (Annexe 3). L’hydrolyse est révélée par 1’addition de 1 a 2 ml du réactif de Frazier
(annexe 04). Une zone claire indique la production d’une gélatinase (Gutierrez et Gonzalez,
1986).

b. Caséinase

L’hydrolyse de la caséine a été étudiée sur un milieu gélosé contenant 30% du lait écrémé
(Annexe 02). L’hydrolyse des protéines du lait est indiquée par I’apparition d’une zone claire
(Benkahoul et al., 2017).
3.3.4.2. Amylase

La présence de I’activité amylolytique est déterminée qualitativement selon la méthode
décrite par Amoozegar et al., (2003), en utilisant le milieu de base additionnée de 1% d’amidon
soluble (annexe 03). La lecture se fait apres ’addition du lugol (annexe 04) qui réagit avec
I’amidon pour donner la couleur bleu violacé (kaki, 2017).
3.3.4.3. Cellulase

Cette activité a été testée sur milieu de base supplémenté de 0,5% (p/v) de
carboxymeéthylcellulose (CMC) (annexe 03) (Benkahoul et al., 2017). Aprés ensemencement
et incubation, les boites ont été inondées avec une solution de rouge du Congo (annexe 04)
pendant 15 min, puis a été lavée avec un chlorure de sodium de 1 M (annexe 04). Les zones
non colorées indiquent I’hydrolyse de la cellulose (Korish, 2003).
3.3.4.4. Pectinase

Pour la sélection des souches productrices de pectinase. Le milieu pectine agar est utilisé
(annexe 03). Aprés ensemencement et incubation, les boites sont inondées par une solution
d’acétate de cuivre (annexe 03) pendant 10 minutes. Un résultat positif se traduit par un halo

clair auteur de la colonie productrice (Benkahoul et al., 2017).
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3.3.4.5. lipase
Cette activité est recherchée sur milieu de base contenant 2,5% (v/v) d’huile d’olive
(annexe 03). Apres ensemencement et incubation, le développement d’un précipité auteur des

souches témoigne la présence d’une lipase (Ayad, 2011).
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4.1.Analyses physico-chimiques du sol

Les analyses physicochimiques des différents échantillons du sol collectés de chott
Tighdidine a permis d’obtenir les résultats présentés dans le tableau présenté ci-dessous.

Tableau 1. Analyses physicochimiques du sol collecté de Chott Tighdidine.

Echantillons pH CE (ms/cm) H (%) CI- (mg/l) MO (%) CO (%)

E1l 8.12 17.6 10 103

E2 8.02 17.9 10

E3 7.77 18.01 10 107 0.43 0.18
E4 7.64 19.75 13

ES5 7.79 18.2 15

E6 8.64 20.1 0 111

E7 75 21.9 13

Le sol de nos échantillons est alcalin, dont les valeurs de pH sont comprises entre 7.5 et
8.64. Selon la classification d’Aubert (1978), le sol de chott Tighdidine est considéré comme
alcalin avec un pH supérieur a 7.5. Ce résultat est similaire aux études de Mendeel (2002), qui
a signalé que les sols dans les zones arides et les régions semi-arides sont généralement alcalins.
La conductivité électrique de nos échantillons du sol est comprise entre 17.6 et 21.9, donc
ils sont considérés comme des sols extrémement salés selon Clément et Francoise (2009) et
également Aubert (1978), qui ont classé le sol comme extrémement salés si sa conductivité
électrique est supérieure a 16 ms/cm.
Selon Lee et Hwang (2002) nos échantillons présentent une humidité variable entre
faible (0 %) a modéré (10 a 13 %.)
L’analyse édaphique a montré également que les sols de nos échantillons se
caractérisent par une prédominance des ions de chlorure.
L’analyse de la matiére organique (MO) a permis de montrer un taux tres faible avec une
valeur de 0.18 (Lee et Hwang, 2002). Selon Benabadji (2002), la faible richesse en matiére

organique des sols des zones arides est due a la faible couverture végétale dans ces zones.
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4.1.1solement
Les cultures des prélévements sur milieu PDA ont permis I’obtention de 11 isolats différents
de champignons filamenteux. Les résultats sont rassemblés dans le tableau présenté ci-dessous.

Tableau 2 : Observations quotidiennes de I’ensemencement des différentes dilutions du sol

sur PDA.

Echantillons Dilution Jb|(J2|1J3 | J4 | I |J6 |J7|J8 | J9 | JiI0
Solution mére | - - - - + + + + + ++
01 10" - | - - - - + | o+ | | |

1072 - - - - + + + + + +

1073 - - - - - - - - - -
Solution mére | - | + + + + + + + | 4+ | +++

02 10" - - - - - - - + + +
10 - - - - + + + + | ++ ++

103 N +

Solution mére | - | - + + + + + + + +

03 10* - -+ [+ o+ |+ +
107 - - + + + + + + | ++ ++

10-3 -1 -1 -1 -1 -1-1T-7T-7T-

Solution mére | - | - - + + + + + + +

04 10" e T
102 - - + + + + + + + +

10° - | - - - + |+ |+ |+ | + +
Solution mére | - - + + + ++ | ++ | | ++ ++
05 10 T Y D i IR U

102 - - + + + + + + + +

1073 - - - - - - - - - -

Solutionmere | - | + + + + + + + + +

06 10 -+ 2]+ ]+ +

1072 -] - - - + |+ |+ | | |+
103 B T Y D U |

Solution mére | - | + + + + + + + + +

07 10" - - - + + + + +
10° - - - + |+ |+ |+ |+ |+ +
103 - - e T e e

J :jour, + :10 isolats, ++ : 10-20 isolats, +++ : 20-30 isolats.
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Selon ces résultats, on peut constater que la densité de la population fongique
(moisissures) dans tous les échantillons du sol examinés est faible, ou la majorité de nos isolats
de moisissures sont obtenues de la solution mére. Ces résultats confirment les resultats
des analyses physicochimiques, dont les milieux extrémes présentent une faible biomasse
microbienne. En effet, I’abondance des moisissures dans le sol et leurs diverses activités sont
influencées par des facteurs abiotiques tels que le contenu du sol en matiéres organiques et sa
texture, la température, le pH et ’humidité... (Dendouga et al., 2015). Selon Grantina et al.
(2011) une correlation positive significative a été notée entre la population fongique et le pH
du sol, dont les champignons préferent généralement un pH légerement acide, bien qu'ils soient
capables de croitre dans un large éventail de pH. Jaouani et al., (2014) ont trouvé une corrélation
négative entre le chlorure et la densité de la population fongique, qui peut étre justifiée par la
teneur élevée en chlorure dépassant les besoins des microfungi. En autre, la pauvreté du sol en
matiére organique explique la faible densité des champignons Pendleton et al., (2003).
4.2.1dentification morphologique
4.2.1. ldentification macroscopiques

Tableau 3. Identification macroscopique des isolats obtenus.

Codes Recto Caractére macroscopiques Verso

Recto : blanc claire.
Verso : incolore.
Croissance : moyenne.
Aspect : velouté.

Relief de la colonie : plat.

B2 11/2 (4)

Recto : blanc.

Verso : incolore.
Croissance : moyenne.
Aspect : velouté.

Relief de la colonie : plat.

B2 17/2 (3)

Recto : blanc foncé.
Verso : blanc a rose.
| Croissance : rapide.
Aspect : duveteuse.
" | Relief de la colonie : bombée.

B6 17/2 (3%)
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B3 17/2 (6)

Recto : gris.
Verso : noir.

- | Croissance : trés rapide.

Aspect : duveteuse.
Relief de la colonie : plat.

B117/2 (1)

Recto : gris.

Verso : noire.
Croissance : rapide.
Aspect : poudreux.
Relief de la colonie : plat.

B2 20/2 (6)

Recto : gris a noir.

Verso : noire.
Croissance : trés rapide.
Aspect : poudreux.
Relief de la colonie : plat.

B2 2j

Recto : centre jaune et bordure
blanc.

Verso : marron fonce.
Croissance : tres lente.
Aspect : duveteux.

Relief de la colonie :

bombée avec des rides.

B2 17/2 (5)

Recto : vert sombre.

Verso : incolore.
Croissance : trés rapide.
Aspect : poudreux.

Relief de la colonie : plissé.

B3 17/2 (7)

Recto : vert.
Verso : incolore.

.| Croissance : moyenne.
Aspect : cotonneux a poudreux.

Relief de la colonie : plissé.
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B2 11/2 (2)

Recto : noir.

Verso : incolore.
Croissance : trés rapide.
Aspect : granuleuse.

Relief de la colonie : plissé.

B4 7/3

Recto : verte- olive.

Verso : noir.

Croissance : moyenne.
Aspect : veloutée.

Relief de la colonie : colonie
avec centre bombée.

Identification microscopique

Tableau 4. Caractérisation microscopique des isolats.

Codes Photos microscopiques

Caractéres microscopiques

B211/2 (4)

Cellules conidiogénes
cylindriques, groupées a
Iextrémit¢ de conidiophores.
Conidiophores : courts, septes et
hyalins.

Scopulariopsis sp.

B217/2(3')

Non identifié
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B6 17/2

(3% Conidiophore: lisse, trés long,
incolore.
Conidies: lisses et trés petites.
Téte  aspergillaire:  bisérié.
Aspergillus sp1.

B3 17/2 (6)
hyphes :  septée  devient
rapidement brun foncée.
Conidie : oblongue en fuseau,
cloisonnee seulement
transversalement.
bipolaris.

B117/2 (1)
Hyphes : septés, brunes.
Spores : 1l ya deux types de spores
; les une petites hyalines, les autres
plus grandes ; arthroconidies
Aureobasidium sp.

B2 20/2 (6)
Conidies: brunes, lisses d’aspect
ovoide, produites en chaines,
cloisonnées longitudinalement et
transversalement.
Conidiophores: septés, lisses.
Alternerai sp.
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B2(2)j

Conidiophore: court, lisse, et
incolore.

Conidies: globuleuse, petites.
Téte aspergillaire: unisérié.

Aspergillus sp2.

B2 17/2
(5)

Hyphes: septés.
Conidiophores: serrées les unes
contre les autres, I’ensemble
donne une image de pinceau.
Conidies : rondes, hyalines,
lisses, disposé en chaines.

Penicillium chrysogenum.

B3 17/2
(7)

Hyphes : septés, hyalins, portent
des conidiophores.
Phialides : a extrémité allongée
sont regroupées en pinceau.
Conidies : sont  rondes.

Penicillium sp.

B2 11/2
(2)

Conidiophore:  lisse, hyalin.
Conidies: globuleuses, brunes,
souvent disposées en chaines.
Téte  aspergillaire:  bisériée
radiée, noire a maturité.

Aspergillus niger.
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B47/3

Hyphes : septés, sont pigmentes.
La paroi des conidies : de forme
elliptique a cylindrique, est lisse.

Cladosporium cladosporioides.

L’identification morphologique des isolats apparus a permis de les grouper selon leurs

genres en : 3 groupes, donc la majorité sont des mycetes mélanises appartenant aux genres

Cladosporium, Alternaria, bipolaris. Le genre Aspergillus représente également un groupe

dominant dans tous les échantillons suivi par le genre Penicillium.et Les formes moliniacés

représentent le troisiéme groupe. Selon Dendouga et al., 2015 les mycetes mélanisés se

caractérisent par des spores et de mycelium sombre donc ils peuvent tolérer la déshydratation,

et rayonnement mieux que les champignons moniliacés dont les cellules sont dépourvus de

mélanine. La dominance du genre Aspergillus et penicillium expliqués par leur plus grande taux

de production de spores et de dispersion.

4.3.Caractérisation physiologique vis-a-vis de la salinité

Le repiquage de nos isolats sur PDA aux différentes concentrations de NaCl a permis

d’obtenir les résultats présentés dans le tableau 5 et la figure 4 et 5.

Tableau 5. La tolérance des isolats a la salinité.

Isolats 10% d’NaCl 17.5 % d’NaCl
B2 11/2(4) - -
b6 17/2(3*) + -
b2 17/2(3’) - -
b3 17/2(6) + -
B1 17/2(1) - -
b2 20/2 - -
b2 2J - -
B2 17/2(5) + -
B3 17/2(7) + +
B2 11/2(2) + +
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B2 11/2

B2 17/2(5)

B3 17/2(7)

B3 17/2 (6)

B6 17/2 (3*)

Figure 4. Le test d’halotolérance des isolats a 10%.

B2 11/2

B3 17/2 (7)

B2 17/2 (5)

Figure 5. Test d’halotolérance des isolats a 17.5 %.

Les résultats résumés dans le tableau 5 et les figures 4et 5 permettant d’observer la

tolérance d’Aspergillus niger B2 11/2 (2), Penicillium chrysogenum B2 17/2(5), Penicillium sp.

B3 17/2(7), Bipolaris sp. B3 17/2 (6) et Aspergillus sp. B6 17/2 (3*) a une concentration de 10%

d’NaCl. Cependant, Aspergillus niger B2 11/2 (2), Penicillium sp. B3 17/2(7) et Penicillium

chrysogenum B2 17/2(5), peuvent tolérer méme une concentration de 17.5 % de NaCl, ce

résultat permet de classer ces trois derniers isolats comme halophiles alors que Bipolaris sp.
B3 17/2 (6) et Aspergillus sp. B6 17/2 (3*) sont halotolérants.
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4.5. Mise en évidence de I’activité hydrolytique
45.1. Gélatinase

Les résultats obtenus apres 1’ensemencement de nos isolats sur gélose a base de gélatine
ont permis la mise en évidences de ’activité protéolytique a I’égard de ce substrat, indiquée par

des zones d’hydrolyses. Les résultats de ce test sont présentés dans les figures 6 et 7.

B6 17/2 (3%) B3 17/2 (6) B117/2 (1) BZ'iOZZ

B2 (2)j B217/2 (5) B3 17/2(7) B211/2 (2 B4 7/4

Figure 6. Mise en évidence de I’activité protéolytique sur gélose gélatinée.
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diametre de la zone de lyse
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B2 B2 B6 B3 Bl B2 B2(2)j] B2 B3 B2 B47/3
11/2 17/2 17/2 17/2 17/2 20/2 17/2 17/2 11/2
(4 (3 (6% (6 (1) (6) G @

Isolats testés

Figure 5. Diamétre de la zone (mm) d’hydrolyse de caséine.

Ce test a démontré le caractére de sécrétion de gélatinase chez deux isolats de genre
Aspergillus niger et Aureobasidium sp. Donc ces derniers utilisent la gélatine comme source de
carbone.
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4.4.2. Caséinase

L’ensemencement de nos isolats sur milieu a base de lait gélosé a permis la mise en

évidence de I’activité protéolytique chez 9 isolats, indiquée par des zones d’hydrolyses autours

des colonies. Les résultats de ce test sont présentés dans les figures 8 et 9.

B2 11/2 (4)

B217/2 (3 B6 17/2 (3%) B3 17/2 (6) B117/2 (1)

B2 20/2

B2(2)]

B217/2 (5)

B3 17/2(7) B211/2 (2) B4 7/4

Figure 8. Mise en évidence de ’activité protéolytique sur lait gélosé a 30%.

diametre de la zone de lyse

(mm)

7

Bl B2 B2(2)j B2 B3 B2 B47/3
11/2 17/2 17/2 17/2 17/2  20/2 17/2 17/2 11/2
(4 ) 6% (€ (@) (6 G @ @

Isolats testés

Ces résultats permettent de considérer les isolats Scopulariopsis sp. B2 11/2 (4),

Figure 9. Diamétre de la zone (mm) d’hydrolyse de caséine.

B2 17/2 (3’), aspergillus sp1. B6 17/2 (3*), Aureobasidium sp.B1 17/2 (1), Alterneria B2 20/2,

Peniciluim chrysogenum B2 17/2 (5), B3 17/2 (7) Aspergillus niger B2 11/2 (2), cladosporuim

cladosporioides b4 7/4, comme producteurs de protéases exocellulaires, donc ils sont capables
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de dégrader la caséine du lait. Selon Ul-hag et al. (2003) les protéases peuvent étre produites
par plusieurs genres fongiques tels que 1’Aspergillus et Penicillium.
4.4.3. Amylase

Les résultats obtenus apres 1’ensemencement de nos isolats sur PDA a 1% d’amidon ont
permis la mise en évidences de ’activité amylolytique, indiquée par des zones d’hydrolyses.

Ces résultats sont présentes dans les figures 10 et 11.

B2 11/2 (4) B2 1;/2 (3) B6 17/2 (3%) B3 17/2 (6) B117/2 (1) B2 20/2

B2 (2)j B217/2 (5) B317/2(7) B2 ﬁ/z (2) B4 7/4

Figure 10. Mise en évidence de I’activité amylolytique.

25

20

10 I ‘
1 - iiii

B2 B2 B6 B3 Bl B2 B2(2) B2 B3 B2 B47/3
11/2 17/2 17/2 17/2 17/2 20/2 | 17/2 17/2 11/2
(4 () (%) (6 (1) (6 G @ @

Isolats testés

diamétre de la zone de lyse
(mm)

Figure 11. Diametre de la zone (mm) d’hydrolyse de I’amidon.

D’apres les figures 10 et 11 on remarque que tous les isolats étudies ont pu dégrader
I’amidon, a I’exception d’Aspergillus sp2. B2 2j, Alternerai sp. b2 20/2(6).
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4.4.4. Cellulase
Les résultats obtenus aprés I’ensemencement de nos isolats sur CMC agar ont permis la

mise en évidences de 1’activité amylolytique, indiquée par des zones d’hydrolyses claires
(figure 11 et 12).

B2 11/2 (4) B6 17/2 (3%)

B2 20/2

>

B2 (2)] B217/2 (5) B317/2(7) B211/2 (2) 34 7/4

Figure 12. Mise en évidence de I'activité cellulolytique.
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B2 B2 B6 B3 B1 B2 BZ(Z) B2 B3 B2 B47/3
11/2 17/2 17/2 17/2 17/2 20/2 j 17/2 17/2 11/2

(4) (3) (3*) (6) (1) (e) 5y @ (2
Isolats testés

Figure 13. Diameétre de la zone (mm) d’hydrolyse de cellulose.

Les isolats Aspergillus spl. B6 17/2 (3*), Bipolaris b3 17/2(6), Aureobasidium sp.B1 17/2,
Alterneria B2 20/2, (1), Aspergillus sp 2.B2 2j, Peniciluim chrysogenum B2 17/2 (5), Penicillium
Sp. B3 17/2 (7) ont présenté un test positif a 1’égard de cellulose, donc ils sont producteurs de
cellulase exocellulaires capables de dégrader les fibres de cellulose en 1’utilisant comme source
de carbone et d’énergie. Selon Kanti, (2015) les cellulase sont obtenus principalement a partir

d’Aspergillus et Penicillium.
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4.45. Pectinase

Les résultats obtenus aprés 1’ensemencement de nos isolats sur un milieu gélosé a base

de pectine sont résumés dans les figures 12 et 14.

B2 11}2 (4)

B117/2 (1)

B3 172 (6)

B6 17/2 (3%)

B2 20/2 (6)

B317/2(7) | B211/2(2)

B217/2 (5) B47/4

Figure 14. Mise en évidence de I'activité pectinolytique.

diametre de la zone de lyse

2
15
1
0,5
0

B2 B2 B6 B3 Bl B2 B2(2) B2 B3
11/2 17/2 17/2 17/2 17/2 20/2 | 17/2 17/2 11)2
(4) (3 (3% (6) (1) (6) (5) (7)) (2

B2 B47/3

Isolats testés

Figure 15. Diametre de la zone (mm) d’hydrolyse de pectine.

Les résultats obtenus montrent que sept isolats qui sont Aspergillus spl. Bipolaris b3
17/2(6), Aureobasidium sp.B1 17/2 Alternaria sp.b2 20/2(6), Peniciluim chrysogenum b2 17/2

(5), Penicillium sp. b2 17/2(7), Aspergillus niger, ont une activité pectinolytique, donc ils sont

capables d’utiliser la pectine comme substrats pour leur croissance.
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4.4.6. Lipase

L'ensemencement de nos isolats sur milieu a base d’huile d’olive a donné les résultats

montrés dans la figure 16.

B3 17/2 (6)

B2 20/2 (6)

B211/2 (4) | B217/2(3) B117/2 (1)
B2 (2) j B2 17/2 (5) B3 17/2 (7) B2 11/2 (2) B4 7/4
Figure 16. Mise en évidence de I'activité lipolytique.
L’analyse

des résultats présentés dans la figure 16 permet de révéler I’hydrolyse de lipase uniquement
chez deux isolats qui sont : Aspergillus niger b2 11/2 (2) et penicillium Peniciluim chrysogenum

b2 17/2 (5). Gween, (2005) a rapporté qu’une variation existe entre les différentes souches

d’Aspergillus niger par rapport a leur production de lipases extracellulaire.
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Conclusion

Ce travail a ét¢é mené dans le but d’isoler des champignons filamenteux avec des

caractéristiques d’intérét industriel, ainsi que d’étudier leur profil hydrolytique.

L’¢étude physicochimique a montré que le sol de Chott Tigudidine représente un milieu
extréme par rapport aux paramétres suivants ; la salinité élevée, I’alcalinité du sol et la teneur
faible en maticére organique. Ces conditions présentent 1’avantage d’isoler des extrémophiles
qui vivent tres souvent dans des milieux présentant plusieurs conditions physicochimiques

extrémes.

L’étude microbiologique a montré le peuplement faible en biomasse fongique dans Chott
Tighdidine et également la faible diversité, justifiée par les conditions environnementales

défavorables dans ce site.

La production d’enzymes extracellulaires examinée par des tests qualitatifs, nous a permis
de confirmer la conclusion que les champignons filamenteux sont des microorganismes
capables de s’adapter dans diverses conditions environnementales par leur capacité de sécrétion

des enzymes hydrolytiques extracellulaires.

En perspective, nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus larges, plus
approfondies et plus accomplies incluant :

- I’identification des champignons qui se fera a I’échelle moléculaire.
- La quantification de la production enzymatique de ces champignons.

- L’optimisation de la production de ces enzymes.
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Annexe 01. Analyse physicochimique du sol.
Dosage du carbone et matiere organique.
» Préparation des solutions.

- Solution bichromate de potassium (K2Cr207) a 8%: Dissoudre 49.04 g de K>Cr.07, séche a
200°C dans 1 L d’eau distillée.

- Solution d’acide sulfurique concentré (H2SO4) a 96%.
- Acide phosphorique (HsPO4) a 86%.

- Indicateur a la diphénylamine: dissoudre 0.5 g dans un mélange de 20 ml d’eau distillée et de
100 ml d’acide sulfurique concentré. Diluer d’abord 1’acide sulfurique dans 1’eau sous jet d’eau

(réaction exothermique puis y dissoudre I’indicateur).

- Sel de mohr 1 N : dissoudre 278 g de sulfate de fer (F2SOs, 7H20) dans 800 ml d’eau distillée
dans une fiole jaugée de 1000 ml, ajouter 5 ml de H2SOa4 concentré, puis compléter avec 1’eau
distillée jusqu'a 1 L.
» Mode opératoire.

- Peser 1 g de sol dans un bécher de 500 ml.

- Ajouter 10 ml de bichromate de potassium (1 N).

- Ajouter 20 ml de I'acide sulfurique concentré.

- Laisser reposer 30 mn.

- Ajouter 200 ml d'eau distillée.

- Ajouter 10 ml de l'acide phosphorigque concentré.

- Ajouter 10 a 15 gouttes de l'indicateur coloré diphénylamine.

- Titrer avec le sulfate de per d'ammonium jusqu'a lI'apparition d'un couleur vert.
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Annexe 02. Analyses mycologiques.

Milieu PDA (potato dextrose agar).

Pommes de terre 200 g.
Glucose 20 g.
Agar 20 g.
Eau 1000 ml.
Gentamicine 50ppm.
Acide lactique gouttes.
Préparation du lactophénol.
Acide lactique 100 ml.
Phénol 100 ml.
Glycérol 100 ml.
Eau distillee 100 ml.
Annexe 03. Activité enzymatique.
Milieu gélose gélatinée
Gélatine 20.
Agar 90.
Eau distillée 500ml.
Milieu a base de lait gélosé a 30 %.
Agar 15g.
Eau distillée 1000ml.
Lait écrémé 30 ml.

Apres la préparation de 1’agar blanc (agar + eau distillée) et pour la désinfection

bactérienne, 50 ppm de gentamycine est ajouté. Apres la stérilisation de ce milieu (une heure



Annexes

dans une cocotte-minute), 30 ml de lait écrémé (Candia 0% graisse) est ajouté a 70 ml d’agar

blanc pour avoir la concentration de 30%.

Milieu PDA a 1% d’amidon

Extrait de pomme de terre 1000ml.
Amidon 10g.
Agar 20g.

pH =5 ; Stérilisation & 110°C pendant 30 minutes.

Milieu CMC-agar

CMC 20g.
Extrait de levure 50.
Agar 15g.
Eau distillé 1000ml.

pH=5; Stérilisation a 120°C pendant 20 minutes.

Milieu Pectine-agar

Pectine 5¢.
Extrait de levure 5¢.
Agar 20g.
Eau distille 1000ml.

pH =5 ; stérilisation a 110°C pendant 30 minutes

Milieu a base d’huile d’olive

Huile d’olive 2.5ml.
Agar 2.2Q.
Eau distillée 100ml.
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Annexe 04. Indicateurs colorés.

Rouge Congo & 0.1%

Rouge Congo 0.1g.

Eau distillé 100ml.

Dissoudre 0.1g de Rouge Congo dans un petite volume d’eau distillée puis compléter
le volume jusqu’a 100ml.

Acétate de cuivre a 7.5%.

Acétate de cuivre 7.5g.

Eau distillée 100 ml.

Dissoudre 7.5 g de I’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis
compléter le volume jusqu’a 100ml.

Eau iodée (Lugol).

lode 1g.
lodure de potassium 243.
Eau distillé 100ml.

Dissoudre 2g d’iodure de potassium dans un peu d’eau distillée puis ajouter 1g d’iode,
ensuite compléter a 100ml d’eau distillée (ajouter éventuellement un peu d’iode pour permettre

la dissolution totale de 1’iode).

La solution de chloride de mercure.

HgC1 15g.
HCI concentré 20 ml.
Eau distillée 100 ml.

Chlorure de sodiumde 1 M

Chlorure de sodium 58¢

Eau distillée 100ml.
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Dans le cadre d’isoler des champignons filamenteux extrémophiles avec des caractéristiques d’intérét
industriel et de tester leur production en hydrolases, des prélevements ont été effectués a partir du sol de Chott
Tighdidine. Les analyses physicochimiques du sol ont montré que le sol de Chott Tighdidine est a pH alcalin, une
conductivité électrique élevée, un taux en matiére organique trés faible (inférieur a 1%) et une richesse en ion de
chlorure, ce qui représente un écosysteme extréme. L’isolement sur PDA a permis d’obtenir 11 isolats de
champignon filamenteux halotolérants. Le test qualitatif de 1’activité hydrolytique extracellulaire a montré que
81.81 % des isolats sont protéolytiques, 72.72% sont amylolytiques, 63.63% sont cellulolytique, 63.63% sont
pectinolytique alors que seulement 18.18% sont lipolytiques.

Mots clés : champignons filamenteux, milieux extrémes, hydrolases, Chott Tigudidine, sol. /

Abstract \

As part of isolating extrémophiles filamentous fungi with characteristics of industrial interest and testing

~

their production in hydrolases. Samples were taken from Chott Tigudidine. Chemical physico analyses of the soil
have shown that our soil samples have a highly alkaline pH, a high electrical conductivity, with an organic matter
level of less than 1%, and relatively rich in chloride ion. These analyses show that our study area represents an
extrem ecosystem. Isolation on PDA resulted in 11 filamentous fungi isolates. While the qualitative test of
hydrolytic activity showed a presence rate of 81.81 % of proteolytic activity, 72.72% of amylolytic activity and

J

63.63% of cellulolytic activity, 63.63% of pectinolytic activity and 18.18 of lipolytic.
\Key words : filamontous fungi, extrem environnement, hydrolas, Chott Tegudidine, soil.
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