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       Depuis très longtemps, les enzymes ont toujours fait partie de notre vie quotidienne 

(Nobel e. Museum, 2004). Elles sont présentes dans toutes les cellules et sont indispensables 

pour la survie de toutes les espèces vivantes. En effet, les enzymes sont capables de dégrader 

et de transformer différents composés se trouvant dans l’environnement du vivant. Un 

avantage pouvant être utilisé par certaines industries dans différents domaines. L'emploi des 

enzymes connaît un succès remarquable et ouvre des perspectives nouvelles. En effet 

certaines industries n'ont vu le jour que grâce à la mise sur le marché d'enzymes purifiés. 

En1998, le marché mondial des enzymes a été estimé à environ 1.5 milliard de dollars  et des 

augmentations allant  de 2% à 25% de ce chiffre annuellement, dépendant du domaine ont été 

signalés (Van Bielen et Li, 2002). 

       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 

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). 

       Pour faire face à la demande croissante des industriels notamment dans le domaine des 

biocatalyses et en se basant sur le modèle de la synthèse organique « traditionnelle » pour 

aboutir à une chimie « verte » plus respectueuse de l’environnement, de nombreux efforts ont 

été fournis pour la recherche d’enzymes d’intérêt industriel. Une attention particulière pour 

les enzymes provenant de microorganismes extrêmophiles a fait l’objet de plusieurs études. 

       En effet, les microorganismes extrêmophiles 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). 

 

       Le présent travail se résume en trois étapes : 

- La première étape consiste à isoler des souches microbiennes locales à partir de 

deux milieux extrêmes (Eau thermale et sol proche des sources thermales). 

- La deuxième étape est la mise en évidence de la production de quatre enzymes 

(Protéase, Amylase, Cellulase et Pectinase) par ces souches préalablement isolées. 
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- La troisième étape est l’identification des différentes souches productrices 

d’enzymes. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Chapitre I : 

Les milieux extrêmes 
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       Ce  premier chapitre introduit  les milieux extrêmes, en particulier l’eau thermale et le sol 

(sol proche de source thermale). 

 

1. Notion des milieux extrêmes 

       Les environnements modérés (pH proche de neutre, température entre 20 et 40°C, 

pression d'air 1 atmosphère et des niveaux adéquats d'eau, de nutriments et de sels 

disponibles), sont importants pour maintenir la vie. Toute condition environnementale 

pouvant être perçue comme au-delà de la gamme acceptable normale est une condition 

extrême. De nombreux environnements extrêmes, tels que les sources acides ou chaudes, les 

lacs salins et/ ou alcalins, les déserts et fonds marins trouvés dans la nature contiennent des 

microorganismes connus comme étant extrêmophiles (Satyanarayana et al., 2005). 

 

       Un  extrêmophile est un organisme dont les conditions de croissance optimales sont 

situées en dehors des environnements qualifiés de normaux (Kristjansson et Hreggvidsson, 

1995). Un extrêmophile tolère non seulement une condition extrême spécifique, mais a besoin 

généralement de ces conditions pour la survie et la croissance. La plupart des extrêmophiles 

se trouvent dans le monde microbien (Satyanarayana et al., 2005). Parmi les 

microorganismes qualifiés d’extrêmophiles, on rencontre ceux qui se développent à des 

températures froides ou chaudes (psychrophiles et thermophiles),  ceux qui vivent en présence 

de fortes concentrations de sel (halophiles), et/ou dans des milieux très acides ou basiques 

(acidophiles et alcalophiles) ou sous pressions élevées (piézophiles) (Quérellou et 

Guézennec, 2010). 

 

       Beaucoup d'organismes peuvent se développer dans des conditions extrêmes, mais pas 

nécessairement de façon optimale, ces organismes sont définis comme extrêmotrophes 

(Horikoshi et Bull, 2011). La gamme des extrêmes environnementaux tolérés par les 

microorganismes sont très larges que les autres. Les limites de la croissance et la reproduction 

des microorganismes sont : -12°C  à plus de 100°C, pH 0 à 13, pressions hydrostatiques 

jusqu'à 1400 atmosphères et les concentrations en sel des saumures saturées (Satyanarayana 

et al., 2005). Ces conditions de vie non conventionnelles nous laissent penser que ces 

microorganismes de l’extrême ont mis en place des stratégies originales (enzymes 

spécifiques) pour s’adapter aux stress physico-chimiques auxquels ils sont confrontés dans 

leurs milieux (Gregoire et al., 2009). 
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1.1.  Les eaux thermales 

  1.1.1.  Définition  

       Une eau thermale ou eau thermo-minérale est une eau d’origine souterraine naturellement 

chaude à son émergence (à température supérieur à un seuil conventionnel). Cette propriété 

avec la composition chimique spécifique la rend utilisable pour divers fins, notamment 

thérapeutique (Scholler, 1962). 

 

  1.1.2.  La micro flore des eaux thermales 

       La diversité géologique, hydrogéologique et physico-chimique (température modérément 

chaudes, pH neutre ou alcalin) des systèmes profonds, laisse supposer l’existence d’une 

biodiversité microbienne qui demeure mal connue (Gregoire et al., 2009). En effet, les eaux 

thermales ne sont pas stériles, elles hébergent une flore microbienne  dont la nature est liée 

aux caractéristiques physico-chimiques de ces biotopes. 

(http://www.bdsp.ehesp.fr/Base/104525/). En 1969, Tomas Brock a montré par des travaux 

que des microorganismes peuvent vivre à des températures avoisinant et même dépassant les 

 100°C. Les chercheurs ont ainsi constaté que ces microorganismes ont développé des 

structures moléculaires très particulières pour leurs protéines  afin de résister aux pressions et 

aux températures élevées de leur environnement. Parmi les microorganismes existant dans les 

sources thermales, on retrouve : 

 

 Les bactéries 

       Le genre le plus connu est celui de Thermus (vivant à proximité des sources d’eaux 

chaudes de 50 à 80°C), dont l’espèce Thermus aquaticus (bactérie gram-négative, aérobie et 

hétérotrophe) a été décrite par Thomas Brock en 1969, on trouve également les bactéries 

sulfatoréductrices (Archaeglobus), les bactéries méthanogènes (Methanococcus), et les 

bactéries sulfo-oxydantes (Beggiatoa, Pyrodictium, Thermococcus, Pyrococcus, Thiothrix) 

(Zoran Minic et al., 2006). 

 

 Les Archaebactéries 

       Les Archaebactéries sont présentes dans les environnements extrêmes, tels que les 

sources chaudes (Woese and Fox, 1977). Au niveau des sources hydrothermales, on trouve 

l’Archaea Pyrococcusabyssi, qui peut se développer jusqu’à 106°C. Pyrolobusfumarii peut 

croitre à 113°C (Zoran Minic et al., 2006). 

 

http://www.bdsp.ehesp.fr/Base/104525/
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1.2.  Le sol   (Sol proche de sources thermales) 

  1.2.1. Définition 

       Le sol est un milieu poreux constitué d’un ensemble de cinq fractions différentes : les 

minéraux solides, la matière organique, la fraction vivante, la phase gazeuse, et la phase 

liquide (Morel, 1989). En effet, les cinq principaux facteurs impliqués dans la constitution du 

sol : la roche mère, le climat, la topographie, l'activité biologique et le temps (Atlas et 

Bartha, 1992). 

       Selon le pédologue français Duchaufour (1965) : « Le sol est un complexe dynamique, 

caractérisé par une atmosphère interne, une économie de l’eau particulière, une flore et une 

faune déterminée, des éléments minéraux. Mais le sol est aussi un milieu dynamique car ses 

propriétés s’acquièrent progressivement sous l’action combinée des facteurs du milieu ». 

 

1.2.2. La microflore du sol 

       La microflore du sol est principalement dominée par les bactéries, les champignons, les 

algues et les protozoaires. Les bactéries et les champignons sont les organismes dominants 

(Tableau 1) (Hoorman et Islam, 2010). 

 

Tableau 1 : Nombre des microorganismes du sol sur une profondeur de 15cm 

(Hoorman et Islam, 2010). 

 

Microorganismes 

 

 

Nombre (g/sol) 

 

Biomasse (g/m
2
) 

Bactéries 10
8
-10

9
 40-500 

Champignons 10
5
-10

6
 100-1500 

Algues 10
4
-10

5
 1-50 

Protozoaires 10
3
-10

4
 Variée 

 

 Les bactéries 

       Les bactéries sont parmi les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les 

plus actifs du sol. En fonction des propriétés du sol, tous les types physiologiques bactériens 

sont représentés : autotrophes et hétérotrophes, mésophiles, thermophiles et psychrophiles, 

aérobies et anaérobies. Les bactéries du sol sont à dominante Gram positif, avec comme 

groupes principaux : les Corynébactéries, les Actinomycètes, les Mycobactéries et les 

Nocardiformes. Les genres les plus communément isolés sont. Arthrobacter, Pseudomonas, 
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Achromobacter et Bacillus, dans les couches aérobies alors que les bactéries du genre 

Clostridium sont dominantes dans les conditions anaérobies (Bousseboua, 2005). 

 

 Les champignons 

       Les champignons du sol constituent une biomasse aussi importante que celle des 

bactéries. Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales à l’équilibre 

écologiques des sols, par : leurs interactions avec les systèmes racinaires des plantes, leur 

aptitude de colonisation et de dégradation des débris organiques de grande taille et des 

composés de structures complexes. De nombreux travaux indiquent la prédominance de : 

Mucor, Trichoderma et Aspergillus, alors que Rhyzopus, Fusarium, Zygorhynchus, 

Cephalosporium, Cladosporium et Verticillium sont couramment isolés (Bousseboua, 2005). 

 

 Les algues 

       Les algues sont photoautotrophes et sont surtout présentes sur la surface du sol ou en 

subsurface pour recevoir un minimum d’éclairage nécessaire pour la photosynthèse. Certaines 

sont hétérotrophes (Euglènes) peuvent vivre plus profondément (Maier et al., 2000). 

Quatre groupes majeurs sont retrouvés dans le sol, il s’agit des algues vertes, vert-jaune ou 

rouges et des cyanobactéries (Wild, 1993). 

 

 Les protozoaires 

       Les protozoaires isolés des sols sont variés et se développent dans les zones superficielles 

humides, au niveau des films d’eau entourant les particules (Bousseboua, 2005). La majorité 

sont des hétérotrophes, certains sont phototrophes. Ils se nourrissent de bactéries, de levures, 

de champignons et d’algues, ils peuvent être impliqués dans la décomposition de la matière 

organique (Maier et al., 2000 ; Wild, 1993). 
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       Ce deuxième chapitre est consacré à l'étude des micro-organismes, notamment les 

champignons et les bactéries.  

 

1. Généralité sur les champignons  

       Les champignons représentent l’un des plus importants groupes d’organismes et jouent 

un rôle clé dans un grand nombre d’écosystèmes (Mueller et Schmit, 2007). Ce  sont des 

micro-organismes eucaryotes. Ils sont classés en trois groupes parrapport à leurs importances 

industrielles : les champignons filamenteux (moisissures), les levures et leschampignons 

supérieurs (Brock et al., 1994). 

 

 1.1. Les moisissures 

       Les champignons filamenteux, appelés aussi moisissures sont  définies comme des 

microorganismes hétérotrophes filamenteux et immobiles. Leur structure cellulaire est celle 

d’une cellule eucaryote classique  etsont caractérisées par une structure mycélienne (Nicklin 

et al., 2000). Leur appareil végétatif (thalle) est constitué par des filaments ramifiés «les 

hyphes» (Gonçalves et al., 2005). Leur organisation est coenocytique à l'intérieur de la 

structure filamenteuse, entourée d'une paroi rigide. Les hyphes  de ces champignons sont 

dotés de cloisons transversales à intervalles réguliers. Ces derniers sont percés d'un pore 

central permettant la libre circulation du cytoplasme et des noyaux (Figure 1) (Justa-Schuch 

et al., 2010).Néanmoins, on dit qu'ils ont un mycélium «cloisonné».Le mycélium peut se 

différencier des organes forts variés selon les groupes, spécialisés dans la multiplication et la 

dissémination, auxquels on accorde la dénomination globale de spores (Bourgeois, 1989). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium 

(A):hyphe coenocytique ; (B): hyphe cloisonné (Chabasse et al., 2002). 
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  1.1.1. Classification 

       Les moisissures ne correspondent pas à un groupe systématique homogène mais se 

situent en diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée 

aussi bien sur des caractères morphologiques (structure du mycélium) que sur le mode de leur 

reproduction (Davet, 1996). 

 

 Les Eumycètes 

       Les Eumycètes ou les vrais champignons forment un groupe très vaste incluant les classes 

principales des moisissures (Bourgeois, 1989) à savoir les Zygomycètes, les Ascomycètes, les 

Basidiomycètes et les Deutéromycètes. 

 

 Zygomycètes 

       Ces moisissures possèdent un mycélium non cloisonné et des organes de reproduction 

sexuée (Guiraud, 1998). La famille la plus importante dans cette classe est celle de 

Mucorales qui comprend un grand nombre de moisissures saprophytes mais aussi quelques 

espèces parasites des champignons, des animaux et des hommes (mucormycoses) et surtout 

des contaminants de nombreux produits alimentaires (Leveau et Bouix, 1993 ; Boiron, 

1996).  

       Certaines Mucorales sont parfois utilisées industriellement en raison de leurs activités 

enzymatiques (amylase, protéase,…) comme Rhizopus et Mucor (Guiraud, 1998). 

 

 Ascomycètes 

       Les Ascomycètes sont définis comme des champignons à thalle mycélien cloisonné, dont 

le mode de reproduction est sexué avec des spores endogènes (ascospores). Cette classe 

regroupe de nombreux parasites des végétaux mais aussi de nombreuses moisissures 

(Guiraud, 1998). Elles sont cependant plus particulièrement nombreuses dans l’ordre des 

Eurotiales, des Microscales et des Sphaeriales. Dans cette classe, le genre le plus connu est 

Endothia et Neurospora (Bourgeois, 1998). 

 

 Basidiomycètes 

       Elles regroupent seulement certaines moisissures parasites. Elles sont caractérisées par un 

thalle à mycélium septé et une reproduction sexuée avec la formation de spores exogènes 

(basidiospores), c’est le cas de Agaricus et Coprinus (Botton et al., 1999). 
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 Deutéromycètes 

       Les deutéromycètes, également appelés champignons imparfaits sont caractérisés par un 

mycélium cloisonné et une reproduction végétative réalisée par des spores asexuées ou par 

simple fragmentation du mycélium (Boiron, 1996). Ces moisissures constituent la majeure 

partie des Hyphales. Elles sont classées en fonction des caractéristiques des organes conidiens 

et du mode de groupement des hyphes. 

Le groupe des Deutéromycètes contient un grand nombre de contaminants de végétaux et de 

produits alimentaires : Trichoderma, Cephalosporium, Fusarium, Geotrichumet regroupe 

aussi les Penicillium et les Aspergillus (Frazier, 1967 ; Punt et al., 2002). 

 

  1.1.2. Mode de reproduction 

       Les moisissures produisent des organes de reproduction que l’on appelle de façon 

générale spores et qui peuvent avoir une origine sexuelle ou végétative. Les spores d’origine 

sexuelle résultent d’une fécondation (zygospores et oospores) ou d’une méiose (ascospores ou 

basidiospores) alors que les spores d’origine végétative résultent d’une simple mitose que l’on 

appelle fréquemment conidies. Elles assurent la reproduction et la dissémination chez les 

espèces de formes imparfaites mais on les trouve également chez les autres groupes où elles 

coexistent des formes de reproduction sexuée et leur type varie selon les moisissures. 

 

 Les thallospores : sont formées aux dépens du thalle par transformation d’éléments 

préexistants. 

 Les sporangiospores : sont des cellules flagellées ou non ne provenant pas d’une 

fraction préexistante du thalle. 

 Les conidiospores : sont des cellules qui ne sont pas issues directement d’une portion 

préexistante du thalle. Ces spores toujours terminales naissent d’un filament appelé 

conidiophore (metulae, phialide, etc.) (Figure 2) (Guiraud, 1998). 
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Figure 2 : Différents modes de sporulation et différents types de spores associées  

(Barnett et Hunter 1998). 

 

  1.1.3.  Conditions de croissance 

 

 Eléments nutritifs 

       Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, elles exigent donc la présence 

des éléments nutritifs de base (carbone, azote et ions minéraux) dans le milieu qui assure leur 

croissance. Elles possèdent une panoplie enzymatique extrêmement riche qui leur permet 

d’utiliser plus efficacement encore que les bactéries les substrats les plus complexes. Leur 

digestion doit commencer dans le milieu extérieur par des enzymes excrétées 

(extracellulaires) ou liées à la paroi car seules les molécules de taille relativement petite 

peuvent franchir les parois et gagner le cytoplasme (Davet, 1996). 

 

 Source de carbone et d’énergie 

       Pratiquement, tous les composés organiques peuvent être utilisés comme source de 

carbone et d’énergie par les moisissures. La plupart de ces dernières peuvent métaboliser le 

glucose et le saccharose avec quelques polysaccharides comme l’amidon et la cellulose 

(Boiron, 1996 ; Nicklin et al., 2000). Certaines moisissures produisent des lipases 

extracellulaires capables d’hydrolyser les lipides en glycérol et en acides gras qui peuvent être 

assimilés par beaucoup d’espèces fongiques, alors que seulement certaines espèces utilisent 

les acides organiques et l’éthanol (Boiron, 1996). 
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 Source d’azote 

       La plupart des moisissures assimilent l’ammoniac sous forme de sels (NH4
+
) dont la 

présence réprime l’utilisation d’autres sources azotées (nitrate, acides aminés, 

protéines).L’ammoniac est transformé en acide glutamique, en glutamine ou en d’autres 

acides aminés par transamination (Boiron, 1996), alors que seules certaines espèces utilisent 

le nitrate. D’autres ne peuvent croître qu’en présence d’azote organique et aucune moisissure 

nepeut fixer l’azote atmosphérique (Punt et al., 2000). 

 

 Eléments minéraux 

       La présence des ions minéraux et métaux dans le milieu de culture est nécessaire pour la 

croissance et la reproduction de plusieurs espèces fongiques, il s’agit essentiellement de 

sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec des concentrations plus 

ou moins différentes selon l’espèce (Uchicoba et al., 2001). Des traces d’éléments tels que 

lefer, le cuivre, le manganèse, le zinc et le molybdène, sont nécessaires à la plupart des 

moisissures pour la production des cytochromes, des pigments, des acides organiques, etc. 

(Boiron, 1996). 

 

  1.1.4. Conditions d’isolement 

       Pour permettre l’expression la plus complète possible des microorganismes recherchés, il 

convient de retenir au laboratoire les facteurs et les  paramètres de l’environnement naturels 

qui ont pu favoriser l’implantation d’une flore particulière. La plupart des moisissures 

requièrent pour leur développement de l’oxygène et croissent bien en l’absence de lumière. 

Leur tolérance à l’égard du pH est souvent étendue mais avec généralement une préférence 

pour les pH légèrement acides. Concernant la température, leur gamme compatible avec la 

croissance est très large et diffère selon les espèces (Botton et al., 1999 ; Julien, 2002 ; 

Coulibaly et Agathos, 2003). 

 

  1.1.5. Intérêt industriel des moisissures 

       Les moisissures jouent un rôle primordial dans divers domaines d’applications ; elles sont 

utilisées dans les industries alimentaires, chimiques, la biolixiviation et la biotransformation, 

etc. Cependant l’industrie n’exploite commercialement qu’un petit nombre de métabolites de 

quelques espèces seulement (Boiron, 1996). Leur intérêt économique repose sur leur activité 

biologique dans la production d’une grande diversité de molécules produites au cours des 
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métabolismes primaires et secondaires, exploitées en particulier par l’industrie 

pharmaceutique et en médecine (Larpend-Gourgaud et Sanglier, 1992). 

 

 Production des enzymes par les moisissures  

       Le tableau 2 ci-dessous regroupe quelques enzymes industrielles produites par quelques 

moisissures. 

 

Tableau 2: Exemples d’enzymes produites par les moisissures. 

Enzymes Espèces Références 

 

Protéase 

Aspergillus oryzae (Garcia-Gomez et al., 2009). 

Aspergillus terreus (Wu et al., 2006). 

Aspergillus clavatus ESI (Hajji et al., 2007). 

Mucor circinelloides (Sathya et al., 2009). 

Conidioboluscoronatus (Laxman et al., 2005). 

Penicillium sp. (Germano et al., 2003). 

Bauveriafelina (Agrawal et al., 2005). 

 

Amylase 

(α-amylase) 

Aspergillus oryzae (Agger et al., 1998). 

Aspergillus niger (Botton et al., 1990 ; Akbache et 

Bariout, 2007). 

Aspergillus flavus 

Aspergillus sojae 

(Aidoo et al.,1981 ; Khoo, 1994). 

Rhizopusoryzae (Lucio et al., 1996 ; Cuveillier, 1999 ; 

Akbache et Bariout, 2007). 

Penicillium griseoroseum (Ray, 2001). 

Penicillium fellutanum 

Penicillium chrysogenum 

(Kathiresan et Mannivanan, 2006 ; 

Ertan et Balkan, 2007). 

Alternariaalternata (Lateef et al., 2004). 

 

Cellulase 

 

 

Neocallimastixfrontalis , 

Sphaeromonascommunis, 

Piromonascommmunis, 

Chytridomycètes 

Trichodermaviridae, 

(Béguin et Aubert, 1992). 
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Trichodermareesei, 

Trichodermakoningii, 

Aspergillus aculeatus 

Aspergillus nidulans, 

Aspergillus oryzae, 

Aspergillus niger, 

Aspergillus terreus, 

Fusariumsolani, 

Sporotrichumpulverlentum, 

Chaetomiumcellulolyticum, 

Humicolain solens 

 

 

 

 

(Béguin et Aubert, 1992). 

Pectinase 

 

 

 

 

 

Aspergillus 

Aspergillus 

Aspergillus 

Rhisopus 

Mucor 

Penicillium 

Penicillium 

Trichoderma 

(Priya. and Sashi., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 1.2. Les levures 

       Les levures sont les premiers micro-organismes utilisés par l’homme depuis des 

millénaires, en particulier dans la fabrication des boissons alcoolisées et du pain par 

fermentation (Pol, 1996). Elles sont également les premiers micro-organismes à être observés 

au microscope par Van Leeuwenhoek en 1680 qui les a dessinées. Ce n’est qu’avec les 

travaux de Pasteur (1866-1876) que le rôle des levures dans la fermentation alcoolique a été 

mis en évidence. A la même époque, la levure fut à l’origine du développement de la 

biochimie avec notamment les travaux de Büchner. 

Les levures constituent un matériel expérimental de choix en raison de leur double état de 

micro-organismes et d’eucaryotes (Pol, 1996). 

 

  1.2.1. Définition 

       Le mot levure, selon Phaff et al. (1968), provient du mot latin « levare » qui se traduit 

par «soulever», type de cellules de champignons. Au sens propre, les levures sont des cellules 

capables de produire du dioxyde de carbone faisant «lever» les pates par fermentation 

oxydative des glucides (Oteng-Gyang, 1984). Elles ont la particularité d’émettre des 

bourgeons polaires ou latéraux, générateurs d’autres cellules, identiques à la cellule mère 

(Euzeby, 2008). Les levures sont des eucaryotes unicellulaires, ayant la capacité de se 
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multiplier rapidement car elles sont moins exigeantes en nutriments (Lammi, 2011). Elles 

sont facilement mises en œuvre dans d'autres exploitations (culture, recherche et applications 

industrielles) par rapport aux procaryotes (Pol, 1996 ; Benaouida, 2008). 

 

  1.2.2. Habitat 

       Les levures sont des espèces ubiquitaires, largement distribuées dans la nature. Elles se 

rencontrent sur les végétaux riches en sucre directement assimilables (Bouix et Leveau, 

1991). En effet, les milieux fortement concentrés en sucre représentent un de leur 

environnements préférés, comme les sirops, le miel, les fleurs et de nombreux fruits (les 

pommes, les raisins) (Leclerc, 1975 ; Oteng-Gyang, 1984). On trouve également des levures 

à la surface ou à l’intérieur d’autres êtres vivants, dans les eaux, dans l’atmosphère et dans le 

sol. Par ailleurs, le sol constitue un large réservoir assurant leur survie dans des conditions 

défavorables (Merabti, 2006). 

 

  1.2.3. Classification 

       Les levures sont classées selon leur forme, leur possibilité de former un voile, de 

fermenter les sucres et de les assimiler (glucose, galactose, saccharose, maltose, lactose, 

raffinose).Toute souche incapable de fermenter le glucose est également incapable de 

fermenter un autre sucre. Tandis que, toute souche capable de fermenter le glucose, peut 

également fermenter le fructose,  le mannose et le raffinose. L’assimilation des nitrates, 

l’utilisation de l’éthanol, la production de pigments sont aussi des critères de classification. En 

particulier, de nouveaux critères taxonomiques sont pris en considération pour permettre des 

études plus précises. La classification utilisée est celle établie parKreger-Van (1984) qui 

présente des changements sensibles. Il s’agit d’un groupe hétérogène, qui d’un point de vue 

taxonomique, comprend une soixantaine de genres et près de 500 espèces (Benaouida, 2008). 

Les levures se divisent en 3 grandes classes : 

 

 Levures Ascomycètes (Hémiascomycètes) 

        Elles forment notamment la famille de Saccaromycetaceae divisée en 4 sous-familles:   

- Les Schizosaccharomycetoideae sont des levures à mycélium et anthrospores. 

- Les Saccharomycetoideae possèdent des cellules bourgeonnantes et ont des spores 

non fusiformes. 

- La sous famille des Nadsonioideae à bourgeonnement biopolaire. 

- Les lipomycetoideae à bourgeonnement et asque en sac (Alphonse et al. 2004). 
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 Levures Basidiomycètes 

       Elles présentent une reproduction sexuée à basidiospores. Cette classe comporte peu de 

levures d’intérêt industriel (Alphonse et al., 2004). 

 

 Levures Deutéromycètes (sans sexualité)  

       Regroupent l’ensemble des levures se multipliant que par reproduction végétative et qui 

ne présentent pas un mode connu de reproduction sexuée (Bouix et Leveau, 1991).  

Selon Alphonse (2004), elles constituent la famille des Cryptococcaceae qui est divisée en 4 

sous-familles : 

 

- Les Cryptococcoideae sont des levures à cellules bourgeonnantes, elles ne forment 

pas d’arthrospores et n’ont pas de pigments.  

- Les Rhodotoruloideae (Rhodotorula) sont pigmentés. 

- Les Trichospororoideae (Rhodotorula) forment des arthrospores. 

- Les Sporobolomycetoideae qui contiennent peu d’espèces.  

 

       Quelques-unes appartenant au genre Sporobolomycessont considérés parfois comme 

contaminants des denrées alimentaires. 

       Ces eucaryotes, par leur capacité de produire des métabolites fonctionnels, sont mis à 

contribution dans l’élaboration de bio-médicaments et constituent un vaste réservoir de 

catalyseurs biologiques (Saci, 2012). 

 

  1.2.4. Mode de reproduction  

       La plupart des levures se reproduisent aussi bien par un cycle asexué (végétatif) que par 

un cycle sexué (sporulation) en fonction des conditions favorables ou défavorables du milieu 

(Larpent-Gourgaud, 1997). La reproduction asexuée s’effectue par bourgeonnement ou par 

fission (scissiparité) à partir d’une cellule mère. Alors que, la reproduction sexuée s’effectue 

par conjugaison des deux cellules qui donnent naissance à un Zygote. Après différenciation et 

méiose un asque à 4 ascospores haploïdes se forme (Oteng-Gyang, 1984). 
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  1.2.5. Intérêt industriel des levures  

       Les levures présentent des éléments favorables par rapport aux bactéries quant à leur 

utilisation en biotechnologie. Elles offrent donc une meilleure résistance aux conditions de 

stress, en particulier la possibilité à des pH acides. Leur utilisation dans l'alimentation a fait de 

sorte que les levures soient globalement plus connues par leur efficacité en fermentation 

industrielle que d'autres micro-organismes. 

       Les levures ont de grandes activités métaboliques et sont donc très utilisées dans le 

domaine agricole et alimentaire. Elles ne sont pas attaquées par des virus (phages), elles sont 

facilement récupérables grâce à leur grosseur (Lagzouli et al., 2007).Leur stabilité génétique 

permet aussi une très bonne fidélité du procédé et la connaissance de leur physiologie 

cellulaire facilite leur utilisation (Labrecque, 2003). 

       Enfin, les bonnes connaissances de la biologie moléculaire des levures et la mise au point 

de techniques de génie génétique, permettant de programmer les levures de façon qu’elles 

expriment des protéines humaines et animales recombinantes ; constituent une grande réussite 

des biotechnologies surtout d’intérêt médical (par la production d’enzymes, d’hormones 

peptidiques, de facteurs de croissance, d’hémoglobines, de ferritines, l’érythropoïétine, etc.) 

(Lammi, 2011). 

 

 Production des enzymes par les levures 

       Voici certaines enzymes industrielles produites par les levures regroupées dans le tableau 

3 ci-dessous. 

 

Tableau 3 : Exemple de quelques enzymes d’intérêt industriel produites par les levures. 

Enzymes Espèces Références 

Protéase Aureobasidiumpullulans (Chi et al., 2007). 

Candida lypolytica (Tobe et al., 1976). 

Amylase 

(α-amylase) 

Saccharomyces cerevisae (Liese et al., 2000 ; Ruohonenet al., 

1991). 

Candida guilliermondii (Akbache et Bariout, 2007). 

Candida tropicalis (Liese et al., 2000). 

Candida sp. 

Pichiasp. 

(Ruohonen et al., 1991). 

Cellulase Candida molischiana, 

Candida pulcherrima, 

(Béguin et Aubert, 1992). 
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Candida stellata, 

Candida wickerhamii, 

Cryptococcusflavus, 

Kloeckeraapiculata, 

Kluyveromyceslactis, 

Rhodotorulaglu, 

Saccharomyces fibuligeratinis, 

Trichosporoncutanum 

Pectinase Saccharomyces cerevisiae 

Saccharomyces cerevisiae 

(Djouldé Darman et al., 2005). 

 

 

2. Les bactéries  

 2.1. Définition  

       Les bactéries sont des micro-organismes vivants procaryotes unicellulaires  qui mesurent 

0.5 à 15 µm de long. Elles ont été découvertes à la fin du 17
ème 

siècle par Anthoni Van 

Leeuwenhoek, naturaliste hollandais, qui inventa la microscopie. Elles sont ubiquitaires et 

sont présentes dans tous les types de biotopes ; sol, eau, air, sur les végétaux et les animaux. 

(Perry et al., 2004).  

 

 2.2. Classification  

       Selon Gaillard (1998), les bactéries sont classées selon plusieurs critères. 

 

  2.2.1. Selon le mode respiratoire  

 Aérobie stricte : Ce sont les bactéries qui ne se développent qu’en présence d’air, leur 

source principale d’énergie est la respiration. 

 Microaérophiles : Elles se développent dans un milieu où la pression partielle de l’O2 

est inférieure à celle de l’air. 

 Aéro-anaérobie facultatifs : Elles se développent avec ou sans air. 

 Anaérobie stricte: Elles se développent en absence de l’air (Bernard ; 2004). 

 

  2.2.2. Selon la forme  

 Bâtonnet. 

 Sphérique (cocci). 

 Courbée (spiralée). 

 



Revue bibliographique                                                                             Chapitre II : Les micro-organismes 
 

20 
 

 

    2.2.3. Selon la structure de la paroi  

 Gram+ : possède une paroi épaisse, d’une structure simple et relativement sensible 

aux antibiotiques. Elle donne une coloration violette. 

 Gram - : possède une paroi moins rigide et d’une structure plus complexe, toujours 

pourvues de pilis. Elle donne une coloration rose de paroi (Perry et al., 2004). 

 

  2.2.4. Selon leur optimum de croissance  

       Les bactéries peuvent être classées en quatre groupes :  

 Les psychrophiles (-5 à 20°C). 

 Les mésophiles (15 à 45°C).  

 Les thermophiles (45 à 80°C). 

 Les hyperthermophiles (≥ 80 °C) (Vieille et Zeikus, 2001). 

 

 2.3. Les bactéries thermophiles  

       Il s’’agit de microorganismes ayant une capacité de vivre et s’épanouir en conditions 

exceptionnellement dures detempératures (Fandi et al ., 2012). Leur température optimale de 

croissance est comprise entre 50 et 80°C (Holden, 2009).  

 

  2.3.1. Classification des thermophiles  

       La température est une variable importante de chaque écosystème. Pour cette raison, la 

classification des organismes vivants sur la base de leur température optimale de croissance 

est considérée comme un aspect fondamental de la taxonomie microbiologique (Wiegel et 

Canganella, 2001). 

 

       Les thermophiles sont des organismes vivants à des températures optimales de croissance 

comprises entre 50°C et 80°C, les hyperthermophiles ont des optima au-dessus de 80°C. La 

limite inférieure de thermophilie est retrouvée dans peu d’environnements dans la nature et est 

considérée comme étant la température au-dessus de laquelle il est très rare de retrouver des 

eucaryotes. La frontière hyperthermophile est arbitraire mais sépare les organismes qui se 

développent aux températures élevées. Les hyperthermophiles sont également caractérisés par 

la présence de la gyrase reverse, une enzyme responsable de la stabilisation de l'ADN 

bicaténaire aux températures élevées (Holden, 2009). 
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  2.3.2. Niches écologiques des thermophiles 

       Les biotopes les plus communs dans lesquels vivent les thermophiles sont d’origine 

géothermique généralement associés à des zones tectoniques actives mais on les trouve 

également dans des biotopes chauds artificiels (Calteau, 2005). 

 

 Biotopes naturels 

       Les environnements naturellement chauffés sont distribués entre les sites volcaniques 

terrestres (y compris les solfatares), les sources hydrothermales terrestres, les systèmes 

hydrothermiques sous-marins (sédiments, volcans submersibles, fumerolles, et passages), les 

sites souterrains, tels que les réserves de pétrole, et les sols chauffés par le soleil (Oshima et 

Moriya, 2008). 

 

- Biotopes marins 

       Les biotopes marins des thermophiles sont les systèmes hydrothermaux localisés dans les 

zones côtières, les profondeurs abyssales, et au niveau des montagnes sous-marines actives 

comme Teahicya et Macdonald en Polynésie (Huber et al., 2000). Ces écosystèmes sont 

caractérisés par de fortes concentrations en sel (environ 3%, w/v), et par des valeurs de pH 

variant de faiblement acides à faiblement alcalines (pH 5,0-8,5). Dans les zones volcaniques 

actives, de grandes quantités de vapeur contenant du dioxyde de carbone, du sulfure 

d’hydrogène et des quantités variables d’hydrogène, de méthane, d’azote, de monoxyde de 

carbone et des traces d’ammonium et de nitrate sont produites (Huber et al., 2000). De plus, 

les composés soufrés majeurs présents dans les zones marines chaudes sont le soufre, le 

thiosulfate et le sulfate. 

 

- Biotopes terrestres 

       Dans les systèmes terrestres, lorsque l'eau surchauffée approche de la surface, la pression 

baisse et l'eau est projetée comme des jets ou bulles d'eau chaude connus sous le nom de 

geysers. Les systèmes thermiques terrestres sont retrouvés dans beaucoup d'endroits autour du 

monde. Leur composition en minéraux, en nutriments et leur concentration en gaz diffèrent 

considérablement. Le pH varie de 1 à 10. Par conséquent, les communautés microbiennes 

habitants ces régions thermiques sont également très variées par leurs conditions physiques et 

géochimiques (Ferrera et Reysenbach, 2007). 
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       Il existe sur le territoire algérien plus de 240 sources thermales, réparties 

géographiquement entre le Nord (plus particulièrement dans les régions de l’Oranie, de la 

Kabylie et duConstantinois) et le Sud du pays (la région orientale du Sahara septentrional 

algérien) (Ouali et al., 2007 ; Saibi, 2009). Les températures mesurées à l’émergence varient 

de 22°C à 98°C (Kedaid, 2007 ; Saibi, 2009). Les températures les plus élevées sont 

enregistrées à Hammam Bouhnifia (68°C) pour la région Ouest, à Hammam El Biban (80°C) 

dans la région Centre, et à Hammam Meskhoutine (98°C) pour la région Est. Dans la région 

Sud, certaines sources chaudes dépassent parfois les 50°C (Saibi, 2009). 

 

 Biotopes artificiels 

       Les thermophiles habitent également les systèmes thermiques artificiels tels que les 

circuits d'alimentation et les réservoirs d'eau chaude, les centrales nucléaires, les usines 

géothermiques, les puits et forages de pétrole, le compost et les bioréacteurs (Ferrera et 

Reysenbach, 2007). 

 

  2.3.3. Application des thermophiles  

       Les procédés biotechnologiques et industriels nécessitent une thermostabilité des 

enzymes utilisés. Un grand nombre d'enzymes de bactéries thermophiles ont été caractérisés, 

comme les cellulases, les amylases, les pullulanases, les xylanases, mannanase, pectinases, 

chitinases, protéases, lipases, les estérases et les phytases (Sunna et Bergquist,  2003). 

 L'utilisation des enzymes thermostables comprend la possibilité de réduire le risque de 

contamination (Raddadi et al., 2015). Ces enzymes possèdent la propriété physique et les 

interactions électrostatiques pour garder l'activité à de grandes températures. Ils possèdent 

différentes adaptations, telles que la capacité de garder leur configuration et leur fonction dans 

les extrêmes de température en présence des solvants organiques (jusqu'à 99%), résistance 

aux agents protéolytiques et aux valeurs extrêmes de pH (Egorova et Antranikian, 2005 ; 

Mayer et al., 2012). 

 

 Production des enzymes par les bactéries 

       Le tableau 4 résume quelques enzymes industrielles produites par les bactéries. 
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Tableau 4 : Exemple de quelques enzymes produites par les bactéries. 

Enzymes Espèces Références 

Protéase Bacillus licheniformis (Ferrero et al., 1996). 

Bacillus amyloliquefaciens (George et al., 1995). 

Bacillus subtilis (Soares et al., 2005). 

Bacillus sp. (Patel et al., 2005). 

Virgibacillussp. SK33 (Sinsuwan et al., 2008). 

Synergistessp. (Kumar et al., 2008a). 

Amylase 

(α-amylase) 

Bacillus licheniformis 

Bacillus subtilis 
(Tamura, 1993). 

Lanuginosusthermomyces 

Lactobacillus casei 

(Liese et al., 2000). 

 

Bacillus amyloliquefaciens (Liese et al., 2000 ; Uiger et 

çurakoglu ,2001). 

 

Bacillus steorothermophilus (Dauter et al., 1999). 

Bacillscirculans (Dey et al.,2002). 

Bacillscoagulans (Babu et Satyanaray, 1993). 

Alteromonashaloplinktis (Feller et al., 1992). 

Termusfiliformis (Egas et al., 1998). 

Streptomycesrimosus (Vukelié et al., 1992). 

Cellulase Aérobies : Sporocytophaga, 

Myxococcoides, Baccillussubtilis, 

Cellulomonas et Pseudomonas. 

 

Anaérobiesstrictes : Clostridium 

thermocellum, C. stercorarium, 

Ruminococcus 

albus, R. flavefasciens, Bactéroi des 

succinogenes. 

 

Anaérobiesfacultatives 

:Erwiniachrysantharum. 

 

Anaérobiesstrictes: Clostridium 

thermocellum, C. stercorarium, 

Ruminococcus 

albus, R. flavefasciens et Bactéroi des 

succinogenes 

(Béguin et Aubert, 1992). 

Pectinase Bacillus sp 

Lactobacillus cellobiosus 

(Djouldé Darman et al., 2005). 

 



 

 

 

 

 

 

 

Chapitre III : 

Les enzymes 
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       Ce dernier chapitre est consacré pour les enzymes, notamment les hydrolases (les 

protéases, les amylases, les cellulase et les pectinases). 

 

1. Généralités et origines des enzymes industrielles 

 1.1. Définition des enzymes 

       Les enzymes sont des macromolécules protéiques de haute masse moléculaire (10 à 100 

kDa).  Elles catalysent les réactions chimiques en augmentant leurs vitesses d’au moins 106 

fois, par rapport à la réaction en leur absence (Granner, 2008). En effet, les enzymes sont 

présentes dans les cellules de tous les organismes vivants où elles jouent un rôle essentiel en 

contrôlant les procédés métaboliques permettant aux nutriments d’être transformés en énergie 

et en matériaux cellulaires (Bergmeyer et al., 1979 ; Amaud et al., 1993 ; Pelmont, 1995 ; 

Drouin, 2005). 

       En 2005, plus de 3000 activités enzymatiques différentes ont été isolées et identifiées 

(Patel et al., 2005), la structure d’environ 1300 d’entre elles a été déterminée (Leisola et al., 

2001). 

 

 1.2. Classification des enzymes 

       La commission des enzymes de l'union internationale de biochimie classe les enzymes en 

six grandes classes, selon leur activité catalytique (Tableau 5) (Vincent, 1996). 

       Environ 75% des enzymes industrielles sont des hydrolases (Rao et al., 1998 ; Assamoi 

et al., 2009). 

Tableau 5 : Classification des enzymes (Vincent, 1996). 

E.C (classe) Classification Type de réaction catalysée 

E.C.1 

 

Oxydoréductases Oxydo-réduction 

E.C.2 

 

Transférases Transfert de groupements fonctionnels 

E.C.3 

 

Hydrolases Hydrolyse(coupe  les liens  chimiques par addition d’une 

molécule d’eau)   

E.C.4 Lyases Elimination de groupement et formation de doubles 

liaisons 

E.C.5 

 

Isomérases Isomérisation 

E.C.6 

 

Ligases Formation de liaisons couplées à l’hydrolyse de l’ATP 

E.C. (Enzyme Commission) 
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 1.3. Origine des enzymes industrielles 

       Les enzymes industrielles peuvent avoir plusieurs origines dont les végétaux, les animaux 

et les microorganismes (Amaud et al., 1993 ; Scriban, 1993 ; Rao et al., 1998 ; Meunier, 

1999). 

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

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

végétale ou animale (Barnabé et al., 2003). L’extraction à partir des plantes et des animaux 

est cependant limitée par de nombreux paramètres difficiles à contrôler. Les principaux 

avantages des enzymes d’origine microbienne sont les suivants : 

  

- Une production indépendante des contraintes saisonnières et géographiques ;  

- Une possibilité d’utilisation de matières premières bon marché ; 

- Des rendements de production pouvant être augmentés de façon importante par 

l’amélioration des souches microbiennes par génie génétique et l’optimisation des 

conditions de production (Amaud et al., 1993 ; Scriban, 1993). 

 

       Les enzymes produites par les thermophiles et les hyperthermophiles (bactéries, 

champignons) sont habituellement thermostables, c’est-à-dire qu’elles sont résistantes à 

l’inactivation irréversible à des températures élevées. On les appelle thermozymes ou 

thermoenzymes (Li et al., 2005). Les enzymes produites par les mésophiles sont, quant à 

elles, connues sous le nom de mésozymes. Ces dernières ne sont souvent pas appropriées pour 

certains procédés industriels qui requièrent des conditions réactionnelles parfois rudes et 

particulières (température, pH, présence de solvants). Les thermozymes possèdent des 

avantages biotechnologiques par rapport aux mésozymes. Elles sont plus résistantes que les 

mésozymes à la dénaturation thermique et chimique (Zrikus et al., 1998). Elles sont plus 

faciles à purifier par traitement à la chaleur (Li et al., 2005). En raison de leur thermo 

stabilité, les réactions catalysées par des thermozymes sont moins susceptibles d’être 

contaminées par des microorganismes et ont souvent des taux réactionnels plus élevés que les 

mêmes réactions catalysées par des mésozymes. Ainsi que, le fait d’opérer des procédés à des 

températures élevées entraîne une diminution de la viscosité du milieu réactionnel en plus 

d’augmenter la solubilité des substrats (Bruins et al., 2001). 

 

       Parmi les enzymes actives à des  températures élevées d’intérêt industriel, les protéases, 

les lipases et d’autres hydrolases comme les cellulases, les chitinases et les amylases sans 
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oublier la taq polymérase (Van den burg, 2003). En effet, une des bactéries thermophiles les 

plus connues dont les enzymes ont trouvé une application industrielle, c’est Thermus 

aquaticus, bactérie thermophile aérobie, hétérotrophe, isolée en 1969 dans une source chaude 

du parc national de Yellowstone par le microbiologiste américain Thomas Brock. 

 

2. Les hydrolases 

       Les  hydrolases  sont des enzymes de dégradation qui 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. Elles 

interviennent sur les fonctions éthers, acétals, esters phosphoriques, liaisons O-O 

desperoxydes, C-N des amides (Bornscheuer, 2002). 

 

 2.1. Les protéases 

       Les enzymes protéolytiques ou les protéases sont des enzymes qui catalysent l’hydrolyse 

des protéines, en scindant la liaison peptidique qui relie deux acides aminés dans une chaine 

peptidique (Benedykt et Katarzyana, 2008 ; Mukherjee et al., 2008 ; Reddy et al., 2008). 

Elles appartiennent à la sous classe 4 de la classe 3 d’hydrolases (EC3.4.) (Mala et al., 1998 ; 

Kumar et al., 2008). 

 

       Les protéases sont classées en deux groupes, les protéases extracellulaires et les 

intracellulaires. Les protéases intracellulaires sont importantes pour une variété de processus 

cellulaires et métaboliques. Les protéases extracellulaires sont importantes pour l'hydrolyse 

des protéines dans l'environnement extérieur de la cellule (Kalisz, 1988). Ces dernières sont 

plus intéressantes à utiliser en industrie, car elles ne nécessitent pas d’étape de lyse cellulaire 

pour en faire  l'extraction. Une centrifugation suffit pour les séparer des cellules (Rao et al., 

1998). Elles se différencient également selon leur mode d’action en deux groupes, les 

endopeptidases et les exopeptidases (Tableau 6). Les exopeptidases agissent seulement sur 

les liaisons peptidiques proches des extrémités de la chaîne peptidique. Par contre, les 

endopeptidases sont caractérisées par leur action spécifique à l’intérieur de la chaîne 

peptidique (Rao et al., 1998). 

       La majorité des enzymes utilisées industriellement sont des endopeptidases. Celles-ci 

sont classées en quatre groupes selon la nature de leur site catalytique : Les protéases sérines 

(EC 3.4.21.x), les protéases cystéines (EC 3.4.22.x), les protéases aspartiques (EC 3.4.23.x), 
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et les métalloprotéases (EC 3.4.24.x). Ces dernières forment le groupe de protéases le plus 

varié (Rambaud et al., 2004 ; Antranikian, 2009). 

       Les métalloprotéases sont caractérisées par l’exigence en un cation divalent pour leur 

activité, la stabilité thermique de ces protéases augmente si les ions Ca
++

sont ajoutés au 

milieu. Les métalloprotéases neutres montrent une haute spécificité vers les acides aminés 

hydrophobes. La plupart des métalloprotéases contient le motif His-Glu-Xaa-Xaa-His 

(HEXXH) (Rao et al., 1998). Ces protéases sont inactivées en présence d’agent chélateurs 

forts [ex : EDTA (Ethylene Diamine TetraAcetate)] ou phenanthroline (Beynon et Oliver, 

2004). La thermolysine est une métalloprotéase neutre thermostable produite par Bacillus 

stearothermophilus. La collagénase est une autre métalloprotéases très spécifique, elle réagit 

seulement sur le collagène et la gélatine, elle est produite par Achromobacter iophagus et 

autres microorganismes dont les moisissures (Rao et al., 1998). 

 

Tableau 6 : Classification des protéases (Rao et al., 1998). 

 

Type de protéase 

 

Classes et sous-classes 

 

Exopeptidases 

 

 

 

Aminopeptidases 

 Peptidy peptidases 

 Dipeptidyle peptidases 

 Tripeptidyle peptidases 

 

  Carboxypeptidases 

 Sérine carboxypeptidases 

 Métallo-carboxypeptidases 

 Cystéine carboxypeptidases 

 

Endopeptidases 

 

 

  Protéases sérines 

  Protéases cystéines ou protéases thiols 

  Protéases aspartiques ou protéases acides 

Métalloprotéases 

 

 

       Les enzymes protéolytiques sont omniprésentes dans tous les organismes vivants vue leur 

rôle essentiel dans la croissance cellulaire et dans la différentiation (Gupta et al., 2002 ; 

Sandhya et al., 2005). Cependant, la majorité des protéases commercialisées sont d’origine 

microbienne, car ces enzymes sont plus stables vis-à-vis de la température, du pH et de 
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certains détergents par rapport aux protéases d’origine animale ou végétale (Beg et al., 2002 ; 

Nascimento et Martins, 2004). Beaucoup de travaux de recherche se sont intéressés à la 

production de protéases à partir de moisissures (Belmessikh, 2012 ;  Benkahoul, 2017). 

 

       Les protéases sont les plus employées par rapport aux autres enzymes utilisées en 

biotechnologie (Antranikian, 2009), elles  sont très recherchées dans la bio-industrie et 

l’agro-alimentaire. Elles représentes environ 65% (50 et 60 milliards d’euros par an) des 

ventes d’enzymes industrielles dans le marché mondial (Sahoo et al., 2012). Elles sont  

utilisées comme additives dans : les détergents de blanchisserie, la transformation des produits 

alimentaires, l’industrie pharmaceutique, la tannerie et dans la gestion des déchets 

(Amoozegar et al., 2007 ; Karbalaei-Heidari et al., 2009). 

 

 2.2. Les amylases 

       Les amylases (EC.3.2.1.x) sont des enzymes appartenant à la troisième classe, celle des 

hydrolases, de type endoglycanases. Elles agissent sur les liaisons (1,4) de l’amidon. En effet, 

les amylases catalysent la dégradation des polymères d’amidon pour produire des dextrines et 

différents gluco-oligosaccharides de longueurs variables (Gupta et al., 2003). Elles sont des 

métallo-enzymes à calcium. Ces ions sont nécessaires au maintien de la stabilité de la 

structure tertiaire de l’enzyme  et à son activité (Fogarty et al., 1980). 

 

       Les amylases sont classées en deux catégories, endoamylases et exoamylases. Les 

endoamylases catalysent l'hydrolyse à l’intérieur de la molécule d’amidon d'une manière 

aléatoire. Cette action provoque la formation d'oligosaccharides linéaires et ramifiés de 

diverses longueurs de chaîne. Les exoamylases hydrolysent l'extrémité non réductrice, pour 

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

 

       Les amylases proviennent de différentes sources (plantes, animaux et microorganismes). 

Aux cours de la dernière décennie. Des recherches considérables ont été entreprises avec l'α-

amylase extracellulaire étant produite par une grande variété de micro-organismes (Lonsane 

et al., 1990). En effet, l’α-amylase [α-(1,4)-D- glucanohydrolase (E.C.3.2.1.1)] (Graber, 

1989), est une endoamylase qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques (1,4), de 

l’amylose, de l’amylopectine, de l’amidon et du glycogène et l’exclusion des liaisons 

terminales de ces chaînes. Elle provoque la libération du glucose, du maltose et surtout des 
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dextrines (Kelly et al., 1997). Elle a été dérivée de plusieurs champignons et bactéries 

(Pandey et al., 2000). Les α-amylases de Bacillus amyloliquefaciens et d’Aspergillus oryzae 

sont des glycoprotéines et renferment 478 acides aminés répartis en 2 domaines globulaires 

appelés A (1-380 résidus) et B (381-478 résidus). Ces domaines sont associés par une chaîne 

polypeptidique constituée principalement de résidus hydrophobes (Chiba, 1988). En effet, les 

α-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisés dans les procédés 

industriels : industrie alimentaire, pharmaceutique, textile, papeterie, et détergent, en raison de 

leur productivité et thermostabilité (Behal et al., 2006). 

 

       L’avantage majeur de l’utilisation des microorganismes pour la production des amylases 

est la capacité de produire à grande échelle ainsi que, la facilité de manipulation pour obtenir 

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

 

       Les amylases sont parmi les enzymes les plus importantes en biotechnologie (Gupta et 

al., 2003). Elles représentent environ 25 à 33% du marché mondial des enzymes (Saxena et 

al., 2007). En effet, les amylases possèdent une gamme étendue d’applicationstels que les 

industries de la saccharification d’amidon, le textile, les aliments, le boulangerie, le brassage 

et la distillation (Gupta et al., 2003). En raison de l’importance industrielle de cette enzyme, 

un intérêt est porté à l’isolement de nouvelles amylases appropriées à applications 

industrielles nouvelles (Burhan et al., 2003). 

 

 2.3.  Les cellulases 

       Les cellulases [1,4-(1,3;1,4)-β-D-Glucanohydrolase] sont des enzymes qui peuvent 

hydrolyser la cellulose en sucres simples en formant un système enzymatique complexe 

(Kader, 1999 ; Korish, 2003). Elles appartiennent  à une classe d'enzymes qui catalysent 

l'hydrolyse des liaisons 1, 4 β-D glycosidiques (Beguin et Aubert, 1994). 

 

       Les cellulases sont classées selon leurs structures. En effet, pour l’hydrolyse totale de la 

cellulose, il existe trois types d’activités enzymatiques cellulolytiques complémentaires 

(Scriban, 1993). 

 Les endo-1,4-β-glucanases: ces endoglucanases coupent aléatoirement les liaisons 

oglycosidiques internes donnant ainsi des chaînes glucanes de différentes longueurs.  

 Les exo-1,4-β-D-glucanases: ces exoglucanases agissent  de façon processive sur les 

extrémités libres des chaînes de cellulose libérant du  β-cellobiose comme produit final. 
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 Les β-glucosidases: qui hydrolysent  les disaccharides « β-cellobiose » et produisent le 

glucose (Bayer et al., 1994 ; Singh, 1999). 

       Les endoglucanases et les cellobiohydrolases agissent directement sur le substrat solide 

après adsorption sur celui-ci tandis que, les β-glucosidases agissent en milieu homogène sur le 

substrat soluble (Bayer et al., 1994). 

 

       Les cellulases  sont principalement produites par les champignons dont les moisissures, 

les bactéries et autres organismes cellulolytiques (Beguin et Aubert, 1994 ; Kader, 

1999 ; Korish, 2003). La majorité des cellulases microbiennes étudiées sont des 

glycoprotéines, avec un taux élevé en acides aminés acides (Beldman et al., 1985) et ne sont 

pas des métalloprotéines (Saha et al., 1994). Elles ont généralement une structure modulaire 

avec deux domaines fonctionnels distincts: le site catalytique et le site de fixation du substrat, 

habituellement reliés entre eux par un peptide glycosylé flexible riche en sérine, proline et 

thréonine appelé «linker» (Hasper et al., 2002 ; Receveur et al., 2002). 

 

       Les cellulases représentent environ 20 % du marché mondial des enzymes (Bhat, 2000 ; 

Miettinen-Oinonen, 2004 ; Wang et al., 2004 ; Lekchiri et al., 2006). Elles possèdent un 

large éventail d’applications dans les industries du textiles pour le bioblanchiment des tissus 

et aussi dans les détergents de blanchisserie utilisés pour ramollir les tissus (Kaur et al., 

2007 ; Aygan et Arikan, 2008). L’intérêt porté aux cellulases augmente également dans la 

production du bioéthanol comme les enzymes qui sont employées pour hydrolyser les 

matériaux cellulosiques prétraités pour les sucres fermentescibles (Wang et al., 2009).  

 

 2.4. Les pectinases 

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

leurs pouvoir de dégrader la pectine (Martinez-Trujilo et al., 2011). Elles forment un groupe 

unique, complexe et hétérogène de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les 

substrats pectinolytiques, notamment les polymères de pectine. Ces dernières représentent le 

polysaccharide majeur de la paroi cellulaire primaire et la lamelle moyenne de la paroi 

végétale (Tatianadacosta et Flevo, 2005). Alors, cette action se résume dans le clivage de 

l’acide polygalacturonique (PGA) en acide monogalacturonique, ouvrant ainsi les liaisons 

glycosidiques, réduisant l’adhésion intracellulaire et la rigidité tissulaire (Fogarty et Kelly, 

1980 ; Tatianadacosta et Flevo, 2005). Ce qui aboutit par conséquent à la dégradation de la 
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paroi cellulaire, l’éclatement des cellules, et donc, au symptôme de macération (Bateman et 

Basham, 1976). 

 

       Les enzymes pectinolytiques sont classées en trois grands groupes, selon  leurs modes 

d’action sur l’acide polygalacturonique (PGA) (unité fondamentale de la pectine), à savoir : 

les protopectinases, les estérases et les dépolymérases. Les protopectinases sont des enzymes 

ayant pour rôle de dégrader la protopectine insoluble et donner naissance à des pectines 

solubles hautement polymérisées ; les esterases catalysent la désestérification des pectines par 

l'élimination des esters méthoxyles,et les dépolymerases catalysent le clivage hydrolytique 

des liaisons α-(1-4)-glycosidiques de l’acide D-galacturonique (Jayani et al., 2005). 

 

       La plupart des préparations commerciales de pectinases sont d'origine microbienne 

notamment fongique. Cependant, l’espèce Aspergillus niger  est la source fongique la plus 

communément utilisée pour la production industrielle d'enzymes pectinolytiques (Jayani et 

al., 2005 ; Dinu et al., 2007). 

 

       Les pectinases microbiennes représentent 25% des ventes mondiales d'enzymes 

alimentaires (Jayani et al., 2005). Dans les industries agroalimentaires, elles sont utilisées en 

association avec les amylases pour clarifier les jus et réduire ainsi le temps de filtration de 

50% (Saxena et al., 2008), elles sont utilisées également comme complément alimentaire 

dans l’alimentation animale (Rodriguez-Fernández et al.,   2011). Les pectinases peuvent 

être utilisées dans divers domaines tels que, le textile, l’industries du papier, la fermentation 

du cacao, la confection et la maturité du thé, l’extraction des pulpes à partir des fruits et des 

légumes, ainsi que le traitement des eaux usées (Zeni1 et al., 2015). 

 

3. Les enzymes d’origine microbienne et leurs applications industrielles 

       L’utilisation des microorganismes dans la production des enzymes est utilisée depuis de 

longue date par l’homme. Les applications d’extraits naturels comprenant des enzymes 

remontent également à longtemps. L’enzyme est un outil technologique qui permet des 

transformations dans un milieu défini, elle permet la fabrication de composés qui ensuite 

seront purifiés. Ces enzymes confèrent au milieu des propriétés nouvelles  ou permettent 

l’élimination d’un élément de milieu ou en fin la formation d’un produit (Monson, 1985). 
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       Le tableau 7 récapitule quelques exemples d’enzymes d’origine microbienne et leurs 

applications industrielles. 

 

Tableau 7: Applications industrielles des enzymes d’origine microbienne 

(Aviron-Violet et al., 1982). 

 

 

Enzymes 

 

Microorganisme utilisés 

 

Usages 

 

Protéases 

Aspergillus oryzae, Aspergillus flavus 

Aspergillus mucor 

Bacillus subtilis 

Pseudomonas putida 

Clostridium spp. 

Bacillus lichenformis, Bacillus 

subtilis 

Hydrolyse de protéines et 

de la gélatine 

Clarification de la bière 

Tannerie 

Blanchisserie 

Détergents 

 

Amylases 

Aspergillus oryzae 

Aspergillus flavus, 

Aspergillus roqueforti 

Aspergillus niger 

Rhizopus spp. 

Bacillus subtilis 

Saccharification de l’amidon 

Boulangerie,conserve de fruits, 

 textiles, papeterie 

 

Industries alimentaires 

Industrie alimentaires 

 

Cellulases 

Trichoderma karaungi 

Myrothecium verrucarium 

Dégradation des aliments 

cellulosiques, 

Textiles 

 

Pectinases 

Aspergillus spp. 

Penicillium spp. 

Botrytis psp. 

Clarification des jus de fruit et 

des vins, industrie textile, 

accélération des filtrations 

Invertases Saccharomyces carlbergensis Confiserie 

Lipases Candida lipolytica Fromagerie, laiterie 

Lactases Candida speudotropicallis Crème glacées 

Penicillinases Bacillus subtilis, Bacillus anthracis Destruction de la pénicilline 

Catalases Acetobacter peroxydans Fabrication de matériaux poreux 
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1. Matériel biologique 

 1.1.  Sol et eau 

  1.1.1.  Présentation du site de prélèvement 

       Les échantillons (sol et eau) utilisés au cours de notre étude ont été prélevés le 10 février 

2018 à Hammam Debegh, Guelma, Algérie. 

 

       Hammam Debegh (appelé aussi Meskhoutine) est situé à 20 km au Sud du Chef-lieu de la 

Wilaya de Guelma (36°27'N, 7°16'E) et à 320m d’altitude (Figure 3). Le site comprend neuf 

sources d’eau hyperthermale, les plus chaudes d’Algérie, atteignant jusqu’à 98°C au point 

d’émergence de l’eau. L’eau est de nature saline, bicarbonatée calcique et chlorurée sodique, 

avec dégagement d’hydrogène sulfuré. Elle est exploitée par les stations thermales 

environnantes (Boughlali, 2003). 

 

               Figure 3 : Localisation de Hammam Debegh- Guelma (Source : Google earth). 

 

Hammam Debegh-Guelma 
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  1.1.2.  Prélèvement des échantillons 

       Les échantillons (sol et eau) ont été prélevés dans les mêmes  conditions d’asepsie et 

récupérés dans des flacons en verre stériles à raison de deux flacons pour chaque prélèvement, 

transportés dans une glacière puis conservés à 4°C. 

 

 Sol 

       Le prélèvement du sol est réalisé au niveau d’une  roche avoisinant la source d’eau 

chaude à une distance approximative de trois mètres, à l’aide d’une spatule stérile. La couche 

des trois premiers centimètres est écartée (Buhot, 1973 ; Mihail et Ailcorel 1987 ; Saadoune 

et Momani, 1997). Cent à cent-cinquante (100-150) g du sol sont recueilli dans des flacons 

stériles (Tableau 8). 

 

 Eau 

       Les échantillons d’eaux, ont été prélevés à différents niveaux : 

A : Au niveau d’une source d’eau thermale dont la température est égale à 98°C. 

B : Au niveau d’une source  d’eau thermale située juste à côté de la première (96°C). 

C : Au niveau d’un point  avoisinant la source d’eau thermale à une distance approximative de 

un mètre (65°C). 

D : Au niveau d’un point avoisinant la source d’eau thermale à une distance approximative de 

quatre mètres dont la température est égale à 45°C (Tableau 8). 
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Tableau 8 : Tableau représentatif du site de prélèvement des échantillons (sol et eau). 

Wilaya Guelma 

Site 

d’échantillonnage 
Hammam Debegh 

Type 

d’échantillon 
Sol 

Eau 

A (98°C) B (96°C) C (65°C) D (45°C) 

Photos 
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1.2. Isolement des microorganismes 

       Pour préparer la suspension mère du sol, 10g de l’échantillon sont dissouts dans 90ml 

d’eau physiologique stérile (Annexe 1). Une homogénéisation de la suspension est effectuée 

pendant 30min à l’aide d’un agitateur vortex. 

 

       Pour chaque type d’échantillon (sol et eau), une série de dilutions (10
-1

,   10
-2

, 10
-3

, 10
-4

) 

est préparée à partir de la solution mère. 

 

       Cent microlitre de chaque dilution sont étalés à la surface des deux milieux gélosés : PDA 

(Potatos Dextrose Agar) et GN (Gélose Nutritive) (Annexe 2). Le premier est additionné 

stérilement d’un antibiotique (la gentamicine à 0.04mg/ml) et ce pour empêcher la croissance 

des bactéries et favoriser le développement des champignons  (Leveau et Bouix, 1993 ; Tarr, 

2004). Le second milieu est utilisé pour isoler les bactéries. Trois répétitions par boite de Pétri 

sont réalisés. 

       Après ensemencement, les boites de Pétri (PDA)  sont incubées à  30
o
C et 45

o
C. Des 

observations quotidiennes sont effectuées durant les deux semaines. Les boites de Pétri (GN) 

sont quant à elles incubées à  45
o
C pendant 24 à 48 heures. 

 

       Après incubation et développement des différentes souches, des repiquages successifs 

sont effectués pour purifier les souches jusqu’à obtention de clonies pures dans chaque boite 

de Pétri (Giraud, 1998). Le repiquage s’est fait sur les mêmes milieux du départ (PDA 

toujours supplémentés par la gentamicine, pour les champignons et GN pour les bactéries). 

 

       La conservation des souches fongiques est réalisée par la méthode la plus simple et la 

plus utilisée au laboratoire. Il s’agit de  repiquer les souches en tubes sur gélose inclinée 

(PDA) pendant 5 à 7 jours puis  à 4°C, pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités 

de variations (Ui-haq et al., 2002). La conservation  des bactéries est effectuée en tubes sur 

gélose inclinée (GN). Après 24 heures d’incubation, les cultures sont conservées à 4°C 

(Figure 4). Il faut signaler que l’échantillon « eau » thermal suit pratiquement le même 

schéma que l’échantillon « sol » aussi bien dans l’isolement que dans la purification des 

différentes souches (Figure 5). 
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Préparation de la suspension mère « Sol »                                1ml              1ml           1ml                1ml 

             10g  « Sol » 

 

 

 
 
 

 

Echantillon « Sol »                       Solution mère (SM)                                       10
-1

     10
-2

      10
-3

       10
-4 

 
                                                                                                                   Ensemencement (0,1ml)    
 

 
 

 

                                            PDA+ATB                                                                                       GN  

                                                       (X 3)                                        Incubation                                  (X 3) 

   

 

                                                                 A 30°C et 45°C                                                 A 45°C 

                                                               Pendant 7 à 15 jours                                      Pendant 24h à 48h 

    

 

 

 

 

 

                                             Purification 

 

 

   

                                                                        PDA+ ATB                                                                      GN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                   PDA incliné                                                         GN  incliné 

  Incubation 

                                                          

                                   A 30°C et 45°C                                                      A 45°C 

                                                                 pendant 7 jours                                                  pendant 24 à 48h                                                           

 

 

                                            Après incubation 

 

                                           Conservation à 4°C 

Figure 4 : Schéma d’isolement des microorganismes à partir de l’échantillon « Sol ». 

 

9ml d’eau  

physiologique 

stérile 

Après   incubation 

90ml d’eau  

physiologique 

stérile 



Matériel & Méthodes 
 

40 
 

Préparation des dilutions décimales (1ml)                                           1ml         1ml                 1ml  

 

 

 

 

 
                            Echantillon « Eau » 

                                          (= SM) 

                                                                                                             10
-1     

         10
-2

            10
-3               

10
-4 

 

                                                                                                         Ensemencement (0,1ml) 

 

 

                                          GN                           Incubation PDA+ATB 

                                                 (X3)                                                                                                           (X 3)  

 

                                                         A 45°C                                                           A 30°C et 45°C                                                                       

                                                      Pendant 24h à 48h                                          Pendant 7 à 15 jours 

 

 

 

 

  

 
                                                                                                 Purification 

 

 

 
                                                                     GN                                                                  PDA+ ATB                                                                       

 

 

 

 

  PDA incliné 
 

 

 

                                                 GN  incliné                                                                     PDA incliné                                                  

 

                             Incubation 

 

                                                         A 45°C                                                                  A 30°C et 45°C 

                                                   Pendant 24H à 48h                                             pendant 7 jours 

 

 

                                                                                          Après incubation 

 

                                                                                          Conservation à 4°C 

 

 

Figure 5 : Schéma d’isolement des microorganismes à partir de l’échantillon « Eau ». 

   Après incubation 

9ml d’eau 

physiologique 

stérile 
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2. Mise en évidence des activités enzymatiques 

 2.1. La recherche de l’activité protéolytique (hydrolyse des protéines) 

  2.1.1. Chez les champignons 

       La gélose au lait (lait à 20% d’agar) (Annexe 3) est utilisée pour la mise en évidence de 

la présence d’une activité protéolytique chez les souches fongiques (Clarke et Steel, 1966).     

L’ensemencement se fait par touche centrale et l’incubation est effectuée à deux températures, 

30°C et 45
o
C, pendant 5 à 7 jours pour les moisissures et à 30°C  durant  3 à 5 jours pour les 

levures. La gélose au lait est choisie pour ses  avantages tels que la simplicité dans la 

préparation, la richesse en protéines et son faible coût (Smith et al., 1952).  

       La dégradation de la caséine du lait se caractérise par l’observation visuelle et directe 

d’une zone claire et transparente autour de la colonie (Harrigan et Mccance, 1976). 

       L’activité est significative si le diamètre de la zone de lyse est supérieur ou égale à 3mm.      

Les diamètres des colonies et des zones d’hydrolyse sont quotidiennement mesurés (Chez les 

moisissures jusqu’au septième jour et trois jours pour les levures) (Ronald et Harold, 1970). 

 

  2.1.2. Chez les bactéries 

       Le milieu gélosé contenant 5% du lait écrémé (Annexe 3) est utilisé pour les bactéries 

dans la mise en évidence d’une présence d’une activité protéolytique (Gordon et al., 1973 ; 

De Vos et al., 2009 ). L’incubation a lieu à 45
o
C pendant 48h.   

       L’hydrolyse des protéines du lait est indiquée par la présence d’une zone claire autour de 

la strie, par contre un résultat négatif ne montre aucune zone d’hydrolyse autour de la culture 

(Gordon et al., 1973 ; De Vos et al., 2009). 

 

 2.2. La recherche del’activité amylolytique (Hydrolyse de l’amidon)  

  2.2.1. Chez les champignons 

       Le milieu PDA contenant de l’amidon soluble à 1% (Annexe 3) est utilisé pour la 

sélection  des souches amylolytiques (Tatsinkouet et al., 2005). Les boites sont incubées à 

30°C et 45°C pendant 5 à7 jours pour les moisissures et à 30°C  durant 3 à 5 jours pour les 

levures. 

       Après incubation, le milieu gélosé est recouvert d’une solution de lugol (Annexe 4), 

pendant 30 secondes suivie d’un rinçage avec de l’eau distillée. L’eau iodée contenant l’iode 

se complexe avec l’amidon présent dans le milieu et donne un précipité bleu sombre.    
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L’hydrolyse de l’amidon est indiquée par l’apparition d’une zone claire autour de la colonie 

productrice d’amylase (Tatsinkou et al., 2005). 

 

  2.2.2. Chez les bactéries 

       Ce test est réalisé en cultivant les souches bactériennes sur milieu gélose nutritive 

contenant 1% d’amidon soluble (Annexe 3) (De Vos et al., 2009 ). Les boites sont incubées à 

45°C pendant 48h. 

       Après incubation, la gélose est traitée de la même manière que dans le cas précédent chez  

les champignons. La présence d’une activité amylolytique se traduit par l’apparition d’une 

zone claire autour des colonies (absence de coloration autour des colonies). A l’inverse, un 

résultat négatif se traduit par une couleur brune autour de la culture (Les zones contenant de 

l’amidon se colorent en brun) (Gordon et al., 1973 ; De Vos et al., 2009 ). 

 

2.3. La recherche de l’activité cellulolytique (Hydrolyse de la cellulose) 

  2.3.1. Chez les champignons 

       Le milieu carboxyméthlycellulose agar (CMC) (Annexe 3) est utilisé pour la mise en 

évidence de l’activité cellulolytique chez les souches testées (Oikawa, 1998 ; Korish, 2003).      

Les boites sont incubées à 30°C et 45°C pendant 5 à 7 jours pour les moisissures et à 30°C 

durant 3 à 5 jours  pour les levures. 

       Après croissance, les boites sont colorées avec une solution au rouge Congo (0.1%) 

(Annexe 4). Ce dernier se fixe sélectivement sur les polymères de cellulose. Après 30 minutes 

de réaction à  température ambiante, les boites sont lavées avec une solution de NaCl (1M) 

(Annexe 1) pendant une heure. Le « rouge Congo »  permet la mise en évidence de l’activité 

cellulolytique par l’apparition de zones claires autour des colonies productrices de cellulase 

(Oikawa, 1998 ; Korish, 2003). 

 

  2.3.2. Chez les bactéries 

       Le milieu de base supplémenté par 0,5% (w/v) de carboxyméthylcellulose (CMC) 

(Annexe 3) est utilisé pour sélectionner les souches bactériennes ayant une activité 

cellulolytique (Bragger et al., 1989). Les boites sont incubées à 45°C pendant 48h. 

       Après incubation, les boites de Pétri sont remplies d’une solution de rouge Congo à 0,1% 

(w/v) (Annexe 4) et placées pendant 15 à 30 minutes à 45°C. Les boites sont lavées par  une 

solution à 1M de NaCl  pendant 5 à 10 minutes à température ambiante avant la lecture. La 
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production de cellulase est appréciée par l’apparition de zones claires autour des colonies 

(Bragger et al., 1989). 

 

 2.4. La recherche de l’activité pectinolytique (Hydrolyse de la pectine) 

  2.4.1. Chez les champignons 

       Les souches pectinolytiques sont sélectionnées sur le milieu pectine agar (Annexe 3).  

Après incubation à 30°C et 45°C pendant 5 à 7jours pour les moisissures et à 30°C pendant 3 

à 5 jours  pour les levures, les boites sont inondées par une solution aqueuse d’acétate de 

cuivre à 7.5% (Annexe 4) pendant 10 minutes. L’acétate de cuivre donne une couleur bleue 

claire sur la gélose qui contient la pectine non dégradée (Snaiki et al., 2006). 

L’activité pectinolytique se manifestepar l’apparition d’un halo claire autour des colonies 

productrices.  

 

  2.4.2. Chez les bactéries 

       Le milieu pectine agar (Annexe 3) est utilisé pour la sélection des souches bactériennes 

productrices de la pectinase. Après incubation à 45°C pendant 48h, les boites sont inondées 

par une solution d’acétate de cuivre à 75% (Annexe4) pendant 10 minutes. Un résultat positif 

se traduit par un halo clair autour des stries. A l’inverse, un résultat négatif se manifeste par 

l’absence de ce dernier (Snaiki et al., 2006). 
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3. Identification des microorganismes sélectionnés 

 3.1. Identification des moisissures sélectionnées 

       L’identification  des souches fongiques sélectionnées est basée sur l’étude morphologique 

par observation de l’aspect macroscopique et microscopique. 

 

  3.1.1. Identification macroscopique 

       Cette observation permet de déterminer les quatre caractères culturaux suivants : la 

vitesse de croissance, la texture, la couleur du thalle, la couleur du revers de la culture et 

l’odeur (Harrigan et Mccance, 1976 ; Rinaldi et al., 1998 ; Botton et al., 1999).  

 

  3.1.2. Identification microscopique 

       L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les deux 

méthodes utilisées sont celles du scotch (test du drapeau) pour les cultures filamenteuses et 

poudreuses et la méthode du lactophénol-bleu de coton (Chabasse et al., 2002). 

 

 Méthode de scotch  

       Un petit morceau de scotch est appliqué par la face collante sur la colonie à l'aide d'une 

pince puis déposé sur une lame porte –objet (Chabasse et al., 2002). 

 

 Coloration par le lactophénol-bleu coton 

       Un fragment de la colonie est prélevé à l’aide d'une anse de platine et déposé sur une 

lame porte-objet dans une goutte de colorant du lactophénol-bleu coton (Annexe 5), recouvert 

d'une lamelle couvre-objet qui écrase la préparation (Chabasse et al., 2002). 

 

       L’observation microscopique est réalisée au microscope optique au grossissement X40 et 

X100. Ce type d’identification est basé sur l’étude morphologique du mycélium (absence ou 

présence de cloisons, couleur, différentiation,…) et des spores (forme, couleur, texture des 

parois,…) (Harrigan et Mccance, 1976 ; Oteng-Gyang, 1984 ; Guiraud, 1998). 

 

 3.2. Identification de la levure sélectionnée 

       L’identification ne peut être effectuée que sur une souche en culture pure préalablement 

isolée sur un milieu gélosé pour levures. 
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  3.2.1. Etude des caractères macroscopiques 

       L’observation des colonies sur milieu solide, après incubation à 30°C pendant 48 à 72h 

permet l’étude de la taille, la forme et la pigmentation des colonies de levures (Leveau, 1979; 

Bourgeois, 1996). 

 

  3.2.2. Etude des caractères microscopiques 

       L’examen  microscopique à l’état frais (grossissement X40 et/ou grossissement X100) 

permet l’étude de la forme des cellules (soit sphérique, ovoïde, allongée), le mode de 

reproduction (végétative par scissiparité ou bourgeonnement) et la position (Polaire, latérale) 

du (ou des) bourgeon (s) sur la cellule mère (Leveau, 1979 ; Bourgeois, 1996). 

 

 3.3. Identification des bactéries sélectionnées 

  3.3.1. Identification macroscopique  

       C’est une description directe faite sur boites d'isolement, permettant au moins une 

distinction des souches les unes des autres afin de les purifier. Elle permet de déterminer 

l’aspect macroscopique des colonies (forme, aspect, couleur, contour, taille, etc.) (Badis et al, 

2005). L’identification macroscopique des bactéries se fait après leur croissance sur milieu 

GN et leur incubation  à 45°C pendant 24 h. 

        

  3.3.2. Identification microscopique 

       L'observation microscopique s’effectue à l'aide d'un microscope optique. 

 

 Observation à l'état frais :  

       Elle permet l'observation des bactéries vivantes et la détermination de leur morphologie, 

de leur mode de regroupement et de leur mobilité. La méthode consiste à déposer une goutte 

d'eau distillée ou d'eau physiologique stérile sur la lamelle, puis apporter et dissocier dans la 

goutte un prélèvement bactérien de la colonie à observer; la lamelle est recouverte par une 

lame creuse de la manière à obtenir une goutte pendante et l’observation est faite à différent 

grossissements (X40 et à l’immersion) (Singleton, 2005). 

 

 Coloration de Gram: 

       Décrite par Gram en 1884. Elle permet de distinguer deux grands groupes bactériens : les 

bactéries à Gram négatif, se colorent en rose et les bactéries à Gram positif, apparaissent 
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violettes (Berraho, 2009). Ainsi que la précision de la morphologie et le mode de 

regroupement des colonies. 

       Sur chacune des lames dont les souches sont fixées, quelques gouttes de violet de 

gentiane (Annexe 6) sont déposées et laissées agir pendant 1min. Après rinçage avec de l’eau 

de robinet, du lugol (Annexe 6) est redéposé pendant 1min pour le mordançage. Ensuite, la 

décoloration est faite par l’alcool à 95° pendant 30secondes puis un autre rinçage est effectué. 

Enfin, un deuxième colorant (fuschine de Ziehl) (Annexe 6) est déposé pendant 30secondes 

(Larpent, 1990). 

       Après le dernier lavage et séchage des lames, l’observation est réalisée au microscope 

optique (10 X 100) par l’ajout d’une goutte d’huile d’immersion. 

 

  3.3.3. Tests biochimiques 

 Recherche du type respiratoire sur milieu VF (Viande-Foie) 

       La détermination du type respiratoire s’effectue sur la gélose viande foie semi-solide 

0,6% à une valeur de pH de 7,6 (Annexe 7). Le milieu est régénéré au bain-marie à 95°C, 

suivi d’un abaissement de la température à 45°C, coulé dans des tubes à essai stériles. Les 

tubes sont ensuite inoculés à l’aide d’une pipette boutonnée et incubés à une température de  

45°C pendant 24heures (Prescott, 2002). 

 

  

 Test de Catalase 

       Il s'agit de la recherche de la catalase, enzyme responsable de la décomposition du 

peroxyde d’hydrogène (H2O2) produit par la souche. Son principe consiste à mettre en contact 

une colonie de l'isolat en présence d'eau oxygénée. Une effervescence due à un dégagement 

gazeux traduit la présence de cette enzyme (Joffin et Leyral, 2006 ; Tankeshwar, 2013). 

 

 Test de l’Oxydase  

       Le cytochrome oxydase est une enzyme qui intervient à la fin de la chaine respiratoire. 

Elle permet  la fixation de l’hydrogène et des électrons sur l’oxygène. Sa production est mise 

en évidence par des disques « Ox» imprégnés d’oxalate N-N-diméthylparaphénylène. 

       Une quantité suffisante de culture est déposée sur le disque imbibé d’eau distillée. Une 

couleur bleu violacée se manifeste en quelques minutes si la réaction est positive (Joffin et 

Leyral, 2006 ; Delarras, 2014). 
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 Test de nitrate réductase  

       Ce test consiste à mettre en évidence la réduction des nitrates en nitrites par l’enzyme 

nitrate réductase. Il est réalisé selon le protocole mentionné dans le Bergey’s Manuel of 

Systematics (De Vos et al., 2009). Les souches sont cultivées sur bouillon nitraté, après 

incubation à 45°C pendant 48 heures, trois gouttes de chacun des réactif NIT I (acide 

parasulfanilique 0,8 g en 5 N acide acétique) et NIT II (dimethyl-a-naphthylamine 0.6 ml ; 

acide acétique100 ml), appelés aussi réactif de GRIESS, sont ajoutées à la culture. Un résultat 

positif est mis en évidence par l’apparition d’une coloration rouge. En absence de cette 

dernière, quelques milligrammes de la poudre de zinc sont additionnés. S’il y a une 

Apparition de la coloration rouge,  les nitrates sont encore présents dans le milieu et sont 

réduits en nitrites par le zinc, donc la souche ne possède pas la Nitrate réductase. En cas 

d’absence de cette coloration, les nitrates sont réduits par les bactéries jusqu’au stade azote, 

donc la souche possède la Nitrate réductase. 

 

 Test Mannitol-Mobilité 

       La mobilité des souches ainsi que la fermentation du mannitol sont testés sur le milieu 

semi-solide Mannitol-Mobilité (Annexe 7). La mobilité est interprétée par un envahissement 

du milieu à partir de la piqure d’inoculation et la fermentation du mannitol est traduite par un 

virage de la couleur du milieu de culture en jaune (Harley et Prescott, 2002). 

 

 Utilisation des sucres sur milieu TSI (Triple Sugar Iron) 

       La fermentation du glucose avec production d’acide, l’oxydation du saccharose et/ou du 

lactose, la libération d’H2S et de CO2 sont appréciées sur le milieu Triple Sugar Iron (TSI) 

(Annexe 7) (Harley et Prescott, 2002). 

 

3.3.4.  Test de thermo-résistance 

       Ce test est une confirmation de la présence de structures sporales. Des cultures 

bactériennes sont effectuées dans des tubes, contenant du bouillon nutritif, et incubées à 45°C 

pendant 24h. Des dilutions sont réalisées dans de l’eau physiologique à partir des cultures 

précédentes et elles sont chauffées dans un bain Marie à 80°C pendant 12minutes suivi d’un 

refroidissement immédiat dans de l’eau froide. Un volume de 1ml de chaque dilution est 

ensuite ensemencé sur gélose nutritive en boite. La lecture est faite après incubation à 45°C 

pendant 24 à 48h. 
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3.3.5.  Culture sur milieux sélectifs 

       L'observation des colonies peut être d'un grand intérêt taxonomique lorsque la culture est 

faite sur des milieux spécifiques faisant apparaitre certains caractères propres tels que les 

milieux : Hektoen, Chocolat, Chapman et Gélose à sang frais.  

 

 Culture sur milieu Hektoen 

       La gélose Hektoen (Annexe 8) est un milieu sélectif utilisé afin d'isoler des Salmonelles 

et des Shigelles (Guiraud, 1998). 

 

 Culture sur milieu Gélose au sang cuit (chocolat)  

       La Gélose au sang cuit (Annexe 8) est un milieu d’isolement enrichi préconisé pour 

l’étude des Neisseria notamment Neisseria méningicoque. Il est aussi utilisé pour la culture de 

Haemophilus influenza (Guiraud, 1998). 

 Culture sur milieu Chapman  

       Le milieu de Chapman (Annexe 8) est un milieu sélectif, surtout utilisé en microbiologie 

médicale, permettant la croissance des germes halophiles. La forte concentration en chlorure 

de sodium inhibe la croissance de la plupart des bactéries autres que les staphylocoques (Bio-

rad, 2007). 

 

 Culture sur milieu Gélose au sang  

       La gélose au sang (Annexe 8) permet le développement de la plupart des Streptocoques 

car ces derniers ne se multiplient pas convenablement sur les milieux courants tels que le 

bouillon nutritif ou la Gélose nutritive ordinaire. Cette gélose permet l’étude de leur caractère 

hémolytique (Guiraud, 1998).  
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1. Isolement des microorganismes 

       Les résultats concernant l’isolement des souches sont représentés dans le tableau 9 ci-

dessous. On note la présence de onze moisissures, une levure et treize bactéries. 

 

Tableau 9 : Nombre de souches fongiques et bactériennes isolées depuis les échantillons. 

 

 

Echantillons 

Nombre de souches 

des champignons à 

30°C      

Nombre de souches 

des champignons à 

45°C 

Nombre de 

souches des 

bactéries à 

45°C 
Moisissure Levure Moisissure Levure 

Sol 9 1 2 / 3 

 

 

Eau 

A 

(98°C) 

/ / / / 5 

B 

(96°C) 

/ / / / 2 

C 

(65°C) 

/ / / / 2 

D 

(45°C) 

2 / 2 / 1 

 

/ : Absence de souches 

 

       Malgré la température élevée de l’écosystème où les prélèvements ont été effectués, on 

note la présence d’un nombre non négligeable de microorganismes. En effet, la recherche 

d’enzymes thermorésistantes synthétisées par des microorganismes appartenant à des milieux 

extrêmes est de plus en plus sollicitée.  

 

       D’après le tableau 9, le plus grand nombre  des souches fongiques incubées à 30°C est 

obtenus à partir de l’échantillon « sol », tandis qu’un faible nombre est obtenu à partir de 

l’échantillon « eau ». 
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       Ce résultat  peut s’expliquer  par la richesse du sol en nutriments nécessaires à la 

croissance microbienne. Il y a aussi le facteur température. En effet la température élevée de 

l’échantillon d’eau par rapport à l’échantillon du sol limite la croissance de certains 

microorganismes d’où le nombre comparablement faible. Deux souches uniquement (par leur 

forme sporulée) peuvent résister à des températures élevées. En effet, Jouani et Yiannicouris 

(2002) signalent que la croissance fongique est réagie par de nombreux paramètres physico-

chimiques. La différence de la température peut être à l’origine du changement de la flore 

fongique d’un échantillon à un autre. 

 

       En outre, les deux souches de moisissures (Aspergillus sp.1 et  Aspergillus sp.2) isolées 

depuis l’eau thermale sont aussi présentes dans le sol avec les sept autres moisissures. Sachant 

que, les deux milieux sont de nature physicochimique différente, ceci nous permet de dire que 

les deux moisissures sont capables de se cultiver aussi bien dans le sol que dans l’eau.  

       Le même résultat est observé chez les deux autres moisissures obtenu à 45°C. D’après 

l’observation macroscopique, Il s’agit du genre Aspergillus. Un résultat qui doit être confirmé 

par l’observation microscopique (voir plus loin).  

 

       Malgré toutes les précautions prises pour l’isolement des souches fongiques, nous avons 

remarqué la présence de quelques colonies bactériennes notamment dans les boites incubées à 

30°C. En effet, ces petits inconvénients sont dus probablement à la résistance de ces 

microorganismes aux conditions imposées. Cependant, leur disparition est observée suite aux 

repiquages consécutifs nécessaires à la purification des souches fongiques par l’ajout de 

l’antibiotique. 

 

       Par ailleurs, nous avons également remarqué la présence de  souches bactériennes  dans 

les deux milieux  avec un nombre de treize. L’étude de Gomri en 2012 a permis d’obtenir un 

nombre plus important. Les raisons sont selon nous  dus à différents facteurs à savoir, 

l’utilisation d’un seul milieu dans l’isolement et la purification ce qui limite la croissance 

d’autre bactéries présentes initialement dans le milieu de prélèvement. La différence entre la 

température d’incubation dans notre cas (45°C) et la température (55°C) dans le travail de 

Gomri en 2012, est aussi un détail à ne pas négligé et qui peut participer à l’explication des 

différences obtenues dans le nombre des bactéries dans les deux travaux. 
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       Les microorganismes thermophiles et hyperthermophiles sont classés selon leur optimum 

de température de croissance. Les classifications précédentes se basées sur le concept de 

thermophilie, de thermotolérance et des intervalles minimal et maximal de croissance étant 

trop restrictives, elles ont été écartées (Mesbah et Wiegel, 2008 ; Wagner et Wiegel, 2008). 

Ils sont ainsi classés en thermophiles modérés (50° à 70°C), thermophiles extrêmes (70°C à 

80°C) et hyperthermophiles (>80°C) (Stetter, 1996). En se basant sur cette définition, nos 

souches sont qualifiées de thermophiles modérées. Généralement, c’est le cas de la majorité 

des bactéries  isolées (Logan et Halket, 2011). 
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2. Mise en évidence des activités enzymatiques 

 2.1. Chez les champignons 

       Le choix des milieux de culture est déterminant dans la mise en évidence de l’activité 

enzymatique recherchée et surtout dans le choix du substrat inducteur. Pour  cela, on a utilisé 

les milieux gélosé : gélose au lait à 20% d’agar, PDA à amidon à 1%, CMC-agar et pectine-

agar comme milieux sélectifs pour la détection des activités : protéolyique, amylolytique, 

cellulolytique et pectinolytique respectivement, chez les douze (12) souches fongiques isolées 

et testées (onze moisissures et une levure). 

        Les résultats obtenus après 5 jours d'incubation à 30°C et 45°C sont résumés dans le 

tableau 10. Par ailleurs, l’apparition des zones d’hydrolyse chez certaines souches prouve la 

production des enzymes hydrolases recherchées. 

 

Tableau 10 : Zones d’hydrolyses des souches fongiques testées après 5 jours incubation. 

 

Souche Protéase Amylase Cellulase Pectinase 

 

S1 

 

(30°C) 

 

 

  
 

 

 

S2 

 

(30°C) 

 

 

    

 

S3 

 

(30°C) 
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S4 

 

(30°C) 

 

 

  
  

 

S5 

 

(30°C) 

 

 

   
 

 

S6 

 

(30°C) 

 

    

 

S7 

 

(30°C) 

 

 

 
  

 

 

S8 

 

(30°C) 
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S9 

 

(30°C) 

 

 

 
   

 

S10 

 

(45°C) 

 

 

 

    

 

S11 

 

(45°C) 

 

 

  

  

 

S12 

 

(30°C) 
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       Les résultats obtenus après l’ensemencement des milieux gélosés et après incubation à 

30°C et à 45°C pendant 5 jours, donnent des zones d’hydrolyse de diamètres différents 

suivant la capacité de chaque souche à dégrader le substrat disponible (Tableau 11) et 

(Figure 6). 

 

Tableau 11: Diamètre (mm) de zones d’hydrolyse de souches fongiques testées après 5 jours 

incubation. 

 

Souches 

 

Diamètre (mm) des zones d’hydrolyse 

 

Température 

d’incubation 
 Protéase Amylase Cellulase Pectinase 

S1 (M) 4 / / /  

 

 

 

 

30°C 

S2 (M) 4 / / / 

S3 (M) 6 / / / 

S4 (M) 5 20 12 12 

S5 (M) 6 7 11,5 1 

S6 (M) / 8 / 1 

S7 (M) 5 2 8 3 

S8 (M) * / / 1 

S9 (M) 6 / / 3 

S10 (M) 3 2 2 2  

45°C S11 (M) 3,2 2,2 2 3 

S12 (L) / / / 1 30°C 

 

  / : Absence de  la zone d’hydrolyse. * : Envahissement.    M : Moisissure.    L : Levure.
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Figure 6 : Diamètre des zones de l’hydrolyse des souches fongiques testées après 5 jours incubation. 
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  2.1.1. Activité protéolytique 

       Les souches protéolytiques sont reconnues par la formation d’un halo transparent autour 

des colonies, résultant de la dégradation des protéines du lait dans le milieu par l’exo protéase 

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

       D’après les résultats obtenus, la plus part des moisissures isolées sont capables de 

produire des protéases (à 30°C et aussi à 45°C). Sachant que, toutes les souches productrices 

de l’exo-protéase présentent une activité intéressante (Φ halo≥ 3mm). 

       Des travaux de recherche réalisés dans le but de produire des protéases à partir de 

moisissures ont permis de mettre en évidence la capacité d’Aspergillus oryzae à produire et de 

manière significative des protéases sur des milieux bon marché (Belmessikh, 2012 ; 

Benkahoul, 2017). 

       Il est à noter que même en absence d’une activité protéolytique exo-cellulaire, nous avons 

observé un envahissement du milieu, comme c’est le cas chez la souche huit (8). Ceci indique 

une utilisation des sucres totaux présents dans le lait comme source de carbone et d’énergie, 

ou par la production d’une activité protéolytique endo-cellulaire (Debananda et al., 2009). 

 

  2.1.2. Activité amylolytique 

       D’après les résultats obtenus de l’activité amylolytique, nous avons remarqué que parmi 

les douze souches fongiques isolées et testées, six souches (S4, S5, S6, S7, S10 et S11)  ont 

développé des zones d’hydrolyses (halo claire) de différents diamètres. La souche S4 a 

développé une zone d’hydrolyse plus importante par rapport aux autres souches avec un 

diamètre de 20mm. Cela indique la forte capacité de cette souche à hydrolyser l’amidon 

contenu dans le milieu.  

       Le reste des souches fongiques isolées et testées (S1, S2, S3, S8, S9 et S12) ne possèdent 

aucune activité amylolytique marquée sur le milieu de culture. 

      En effet, l’étude réalisée par Tatsinkou et al. (2005) a décrit la capacité de certaines 

souches fongiques productrice de l’alpha amylase dans les mêmes conditions expérimentales 

que ce travail. 

 

  2.1.3. Activité cellulolytique 

       D’après les résultats rapportés dans le tableau 11 et la figure 6, nous avons remarqué 

qu’il ya cinq souches (S4, S5, S7, S10, S11) possédant une activité cellulolytique. Le reste des 

souches ne présentent aucune activité cellulolytique notée sur le milieu de culture. 
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       Les diamètres obtenus chez les deux souches productrices (S4 et S5)  sont très proches 

(Φ= 12mm; Φ= 11,5mm), la souche (S7) a donné une zone d’hydrolyse avec un diamètre égal 

à 8mm et enfin les deux souches (S10 et S11) (Φ= 2mm). 

       Plusieurs travaux menés sur des souches fongiques isolées des milieux extrêmes montrent 

la capacité de ces moisissures notamment le genre Trichoderma à produire la cellulase 

(Leghlimi, 2013 ; Fergani et Lakhel, 2015)  

 

  2.1.4. Activité pectinolytique 

       D’après nos résultats, on a remarqué que parmi les douze souches fongiques isolées et 

testées, neuf souches possèdent une activité pectinolytique. En effet, une bonne activité 

enzymatique sur le milieu pectine-agar a été observée par l’apparition de zones claires autour 

des colonies. 

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

chez les neuf souches, la souche S4 présente une activité pectinolytique importante par 

rapport aux autres souches avec un diamètre de 12mm ; suivi par les souches S7, S9, et S11.      

En effet, ces résultats mettent en évidence la dégradation de la pectine contenue dans le 

milieu ; l’étude réalisée par Meziani et Mahcen (2017) montrent également la production de 

cette enzyme par  Penicillium. sp  avec un diamètre mesuré à 7.6mm et Aspergillus terreus 

qui a donné un diamètre égal à 3.8mm. 

 

       Alors, les résultats illustrés aussi bien dans le tableau 11 et la figure 6 montrent 

clairement la capacité de chaque souche isolées et testées à hydrolyser ou à dégrader les 

différents substrats inducteurs utilisés à savoir : la caséine du lait écrémé, l’amidon, le CMC 

et la pectine. En effet, cinq souches (S4, S5, S7, S10 et S11) possèdent les quatre activités 

enzymatique recherchées (protéolytique, amylolytique, cellulolytique et pectinolytique), trois 

souches (S1, S2 et S3) possèdent l’activité protéolytique, deux souches (S8 et S12) présentent 

qu’une seul activité enzymatique (pectinolytique), la souche (S6) possède deux activités 

enzymatiques (amylolytique et pectinolytique) et la souche (S9) présente deux activités 

enzymatiques (protéolytique et pectinolytique). 

       Ces résultats permettent la sélection des douze souches fongiques isolées et testées 

comme étant des souches productrices de (ou des) enzyme (s) (protéase, amylase, cellulase et 

pectinase).                
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 2.2. Bactéries 

       Les activités protéolytiques, amylolytiques, cellulolytiques et pectinolytiques ont été 

mises en évidence en utilisant les milieux suivants: gélose au lait, GN à amidon 1%, milieu 

gélosé à 0 ,5% de CMC, milieu Pectine-agar, après incubation à 45°C pendant 48h. Les 

résultats sont regroupés dans les tableaux 12 et 13. 

 

Tableau 12 : Zones d’hydrolyses des souches bactériennes testées après 24 h d’incubation. 

Souches 

 

Protéase 

 

 

Amylase 

 

 

Cellulase 

 

Péctinase 

SA1 

 

   

SS1 

 

   

SB1 

 

   

SS2 
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SC1 

 

  

 

SB2 

 

   

SA2 

  

  

SC2 

 

   

SS3 

 

   

SA3 
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SB3 

 

   

SA4 

    

SA5 
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Tableau 13 : Activités hydrolytiques des  souches bactériennes après 48h d’incubation. 

 

       Un screening des activités protéolytiques, amylolytiques, cellulolytiques et  

pectinolytique a été effectué. La présence de ces activités est détectée en utilisant les 

substrats, lait écrémé, amidon, carboxymethylcellulose (CMC) et pectine respectivement. Les 

résultats présentés dans les tableaux  12 et 13 sont obtenus après plusieurs essais. Toutes les 

souches étudiées possèdent au moins une activité hydrolytique. 

 

  2.2.1. Activité protéolytique 

       Les tableaux 12 et 13 montrent que toutes les souches possèdent la protéase. Cette 

enzyme est mise en évidence par la formation d’un halo clair autour des colonies. 

       Les membres thermophiles tel que les Bacillaceae fournissent d’importantes protéases 

thermostables à l’industrie, cas de la thermolysine, une métalloprotéase produite par 

Souches 

 

Protéase Amylase Cellulase Péctinase 

SA1 

 

+ + + - 

SS1 

 

+ + + - 

SB1 

 

+ + - - 

SS2 

 

+ + + - 

SC1 

 

+ + + - 

SB2 

 

+ - + - 

SA2 

 

+ + + - 

SC2 

 

+ + + - 

SS3 

 

+ + + - 

SA3 

 

+ + - - 

SB3 

 

+ + + - 

SA4 

 

- + - - 

SA5 

 

+ + + - 
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Geobacillus stearothermophilus avec une demi-vie d’une heure à 80°C (Rao et al., 1998 ; 

Haaki et Rakshit, 2003). 

 

  2.2.2. Activité amylolytique 

       La plupart des souches sont capables d’hydrolyser l’amidon, ce qui signifie que ces 

dernières possèdent une amylase. L’hydrolyse de l’amidon s’exprime par un halo 

d’éclaircissement autour des colonies (Tableau 12) et (Tableau 13). Selon Satyanarayana et 

Johri (2005), de nombreuses espèces du genre Bacillus sont connues par leur capacité à 

produire des α-amylases thermostables. Celles-ci comprennent des α-amylases de B. 

coagulans, B. licheniformis, Geobacillus thermoleovorans, B. stearothermophilus, et B. 

thermoamyloliquefaciens 

  2.2.3. Activité cellullolytique 

       D’après les résultats des cultures mentionnées dans le tableau 12 et 13 le 

carboxymethylcellulose (CMC) est hydrolysé par 10  souches bactériennes.  

 

  2.2.4. Activité Pectinolytique 

       Aucune souche n’est capable d’hydrolyser la pectine, cela se traduit par l’absence d’un 

halo clair autour des colonies. De ce fait toutes les souches bactériennes étudiées sont 

dépourvues de la pectinase exo-cellulaire. 

 

       Les bactéries thermophiles ont développé une variété de stratégies moléculaires pour 

survivre  aux conditions environnementales extrêmes. Pour l’utilisation des substrats naturels, 

un nombre de bactéries thermophiles, produisent une gamme d’enzymes hydrolytiques 

(protéase, cellulase, amylase, glucosidase, glucoamylase, pullulanases, cyclodextrine glycosyl 

transferase). Elles sont également capables de dégrader d’autres polysaccharides, tels que le 

glycogène, fourni par des cellules animales ou microbiennes (Bertoldo et Antranikian, 

2001), les composés polyphénoliques, les n-alcanes, et même certains polymères synthétiques 

comme le plastique (Pinzón- Martínez et al., 2010). 

       Le bagage enzymatique des microorganismes est directement influencé par la 

disponibilité des nutriments dans l’environnement et fait partie de l’adaptation de ces 

microorganismes à leur milieu naturel. Autre point important, il semble qu’une plus grande 

adaptabilité de certaines souches aux conditions de température, de pH et de salinité a une 

relation avec la capacité de ces mêmes souches à produire des enzymes extracellulaires : une 
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plus grande capacité d’adaptation implique des mécanismes métaboliques plus développés 

comparativement à des organismes qui en sont dépourvus (Cohen, 2011). Ces derniers seront 

confrontés à un milieu moins favorable, lorsqu'ils sont exposés aux mêmes conditions 

environnementales. 

       En somme, des membres des genres thermophiles notamment les Bacillales sont connus 

pour leur capacité à produire des enzymes d’hydrolyse (Burgess et al., 2010). 
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3. Identification des micro-organismes sélectionnés  

 3.1. Identification des moisissures 

       L’identification des  moisissures a été réalisée par un examen macroscopique et 

microscopique. 

 

  3.1.1. Identification macroscopique 

       Les caractères macroscopiques des différentes souches de moisissures isolées et 

sélectionnées sont étudiés sur milieu gélosé PDA, l’un des milieux les plus fréquemment 

utilisés. Le tableau 14 regroupe les photos de l’aspect macroscopique des mycéliums, la 

vitesse de croissance, la texture, la couleur du mycélium et la couleur du revers des boites de 

Pétri. 

 

Tableau 14 : Observation macroscopique des moisissures sélectionnées sur milieu PDA. 

 

Souches 

 

Vitesse de 

croissance 

 

Couleur 

de face 

 

Texture 

 

Couleur 

de 

revers 

 

Photos obtenus 

Face Revers 

 

S1 

(30°C) 

 

Croissance 

très rapide 

et 

extensive 

 

Blanche au 

début puis 

brun après 

sporulation 

 

Laineuse 

 

Incolore 

   

 

S2 

(30°C) 

 

Croissance 

lente 

 

Blanche 

avec 

conteur 

blanc 

 

Cotonneuse 

 

Jaune 
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S3 

(30°C) 

 

Croissance 

rapide 

 

 

 

 

 

 

 

Blanche 

 

Filamenteuse 

 

Incolore 

  

 

S4 

(30°C) 

 

Croissance 

lente 

 

Vert avec 

conteur 

blanc 

 

 

Veloutée à 

poudreuse 

 

Jaune 

 
 

 

S5 

(30°C) 

 

Croissance 

moyenne 

 

 

Vert 

 

Veloutée à  

envahissante 

 

Incolore 

 
 

 

S6 

(30°C) 

 

Croissance 

moyenne 

 

 

 

 

 

Brun 

verdâtre 

avec 

conteur 

blanc 

 

Veloutée à 

Poudreuse 

 

Jaune 

foncé 
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S7 

(30°C) 

 

Croissance 

rapide 

 

Blanche au 

début, puis 

jaune  et à 

maturité, 

elles 

deviennent 

noires. 

 

Granuleuse 

à envahissante 

 

Incolore  

  

 

S8 

(30°C) 

 

Croissance 

très rapide 

 

Blanche au 

début puis 

vert-foncé 

 

Poudreuse 

à envahissante 

 

Incolore 

 

 

 
 

 

S9 

(30°C) 

 

Croissance 

très rapide 

 

Vert avec 

conteur 

blanc 

 

Poudreuse 

 

Incolore 

  

 

S10 

(45°C) 

 

Croissance 

très rapide 

 

 

 

 

 

 

Blanche au 

début puis 

vert- foncé 

 

 

Poudreuse 

 

Incolore 

 

  

 

S11 

(45°C) 

 

Croissance  

très rapide 

 

 

 

 

 

 

Blanche au 

début puis 

vert- foncé 

 

 

Poudreuse 

 

Incolore 
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  3.1.2. Identification microscopique 

       L’étude microscopique porte sur l’observation des structures caractéristiques des onze 

souches des moisissures sélectionnées (Conidiophores, conidies, mycélium etc.) (Tableau 

15). En renforçant les observations macroscopiques par l’étude microscopique, les résultats 

ont permis de noter cinq genres  de moisissures. 

 

Tableau 15 : Etude microscopique des moisissures sélectionnées. 

 

 

Souches 

 

Description 

 

Genre 

 

Photos obtenus 

Grossissement 

X40 

Grossissement 

X100 

 

S1 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

- Filament large  non septé 

- Pas de stolons ni 

rhizoïdes. 

- Sporocystophore portant 

un sporocyste globuleux 

      dépourvu d’apophyse. 

- Spore rondes. 

 

 

Mucor sp. 

 

  

 

S2 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

- Hyphes septée fin. 

- Conidiophore simple ou 

vertilcillés, courts. 

- Macroconidies 

fusiformes, pluriseptées. 

- Pas de clamydospores. 

 

 

 

Fusarium sp. 
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S3 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

 

 

- Mycélium cloisonné. 

- Présence des angles (90°). 

- Absence des spores. 

 

Rhizoctonia sp. 

 
 

 

S4 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

 

- Hyphe septé. 

- Conidiophore isolés. 

- Pénicilles constitues de 

phialides branchés 

directement à l’extrémité 

du conidiophore. 

- Phialides en forme de 

verticilles. 

- Présence de métules. 

 

Penicillium sp.1 

 

 

  

 

 

S5 

 

(30°C) 

 

 

- Hyphe septé. 

- Conidiophore isolés. 

- Pénicilles constitues de 

phialides branchés 

directement à l’extrémité 

du conidiophore. 

- Phialides en forme de 

verticilles. 

- Présence de métules. 

 

Penicillium sp.2 
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S6 

 

(30°C) 

 

 

 

 

- Hyphe septé. 

- Conidiophore isolés. 

- Pénicilles constitues de 

phialides branchés 

directement à l’extrémité 

du conidiophore. 

- Phialides en forme de 

verticilles. 

- Présence de métules. 

 

 

Penicillium sp.3 

 

 

 

 

 

  

 

S7 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

 

- Conidiophore lisse,  très 

long. 

- Vésicule gllobuleuse 

- Phialides insérées sur la 

vésicule par 

l’intermédiaire de métules  

disposées surtout le 

pourteur de la vésicule. 

- Conidies globuleuses, 

brun. 

- Tête aspergillaire bisériée 

radiée, noire à maturité. 

 

Aspergillus niger 
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S8 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

- Filament septé. 

- Conidiophore court, lisse 

et incolore. 

- Phialides directement 

portées par la vésicule, 

dressées, densément 

groupées. 

- Conidies globuluse, 

vertes, échinullées, 

petites. 

- Tête aspergillaire 

unisériée en colonne 

compacte, assez grande. 

 

Aspergillus sp.2 

 

 

  

 

S9 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

 

 

- Filament septé. 

- Conidiophore court, lisse 

et incolore. 

- Phialides directement 

portées par la vésicule, 

dressées, densément 

groupées. 

- Conidies globuluse, 

vertes, échinullées, 

petites. 

- Tête aspergillaire 

unisériée en colonne 

compacte, assez grande. 

 

 

Aspergillus sp.3 
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S10 

 

(45°C) 

 

 

 

 

 

 

 

- Filament septé. 

- Conidiophore court, lisse 

et incolore. 

- Phialides directement 

portées par la vésicule, 

dressées, densément 

groupées. 

- Conidies globuleuses, 

vertes, échinullées, 

petites. 

- Tête aspergillaire 

unisériée en colonne 

compacte, assez grande. 

 

Aspergillus sp.4 

 

  

 

S11 

 

(30°C) 

 

 

 

 

 

 

 

- Filament septé. 

- Conidiophore court, lisse 

et incolore. 

- Phialides directement 

portées par la vésicule,  

dressées, densément 

groupées. 

- Conidies de petite taille 

globuleuse. 

- Tête aspergillaire 

unisériée en colonne 

compacte, assez grande. 

 

 

Aspergillus sp.5 
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       Sur la base des résultats obtenus et en utilisant le catalogue « les moisissures d’intérêt 

médical et description of médical fungi » (Chabasse et al., 2002), cinq genres de moisissure 

ont été identifiés, il s’agit de : Mucor, Fusarium, Rhizoctonia, Penecillium et Aspergillus. 

 

 Une souche (S1) présente les caractères suivants : 

-   Filaments larges non cloisonné. 

-   Absence de stolons et de rhizoïdes. 

-   Sporocystophore portant un sporocyste globuleux dépourvu d’apophyse. 

-   Spore ronde. 

 

      D’après les observations réalisées et la comparaison avec la bibliographie, cette 

souche semble appartenir au genre : Mucor 

 

 Une souche (S2) a les caractéristiques suivantes : 

-   Thalle septée fin. 

-   Conidiophore simple ou vertilcillés, courts. 

-   Macroconidies fusiformes, pluriseptées. 

-   Pas de clamydospores. 

 

      D’après ces descriptions, il apparait que la  souche appartient probablement au genre : 

Fusarium 

 

    Une souche (S3) caractérisée par : 

-   Mycélium cloisoné. 

-   Présence des angles (90°). 

-   Absence des spores. 

 

              Ces critères rejoignent  ceux du genre : Rhisoctonia 
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 Trois souches (S4, S5, S6) présentent les caractéristiques suivantes : 

-   Hyphe septé. ; Conidiophore isolés. 

-   Pénicilles constitues de phialides branchés directement à l’extrémité du 

conidiophore. 

-   Phialides en forme de verticilles. 

-   Présence de métule. 

 

           Ces souches semblent appartenir au genre : Penicillium 

 

    Une souche (S7) présente les caractères suivants : 

-   Conidiophore très long 

-   Vésicule gllobuleuse 

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

pourteur de la vésicule. 

-   Conidies globuleuses, brun 

-  Tête aspergillaire bisériée radiée, noire à maturité. 

 

     Cette souche semble appartenir au genre  Aspergillus  notamment l’espèce « A. niger » 

 

 Quatre  souches (S8, S9, S10, S11)  décrites par les caractéristiques suivantes : 

-   Filament septé 

-   Conidiophore court, lisse et incolore. 

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

-   Conidies de petite taille globuleuse. 

-   Tête aspergillaire unisériée en colonne compacte, assez grande. 

 

           Ces souches semblent appartenir au genre : Aspergillus 
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       Ces  résultats montrent l’existence d’une flore fongique plus ou moins variée qui possède 

une ou plusieurs activité enzymatiques ; on a identifié cinq  genres, il s’agit de: Mucor, 

Fusarium, Rhizoctonia, Penicillium et Aspergillus avec une dominance du genre Aspergillus 

qui représente 46% du total des souches isolées, suivi de Penicillium avec 27%  et enfin 

Mucor, Fusarium et Rhizoctonia avec seulement 9% (Figure 7). 

 

 

 

Figure 7 : Pourcentage des genres de moisissures isolés, sélectionnées et identifiées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aspergillus sp.

46%

Penicillium sp.

27%

Mucor sp.

9%

Fusarium sp.

9%

Rhizoctonia sp.

9%
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3.2. Identification de la  levure sélectionnée (S12) 

       Les résultats des caractéristiques macroscopiques et microscopiques sont récapitulés dans 

le tableau 16. 

 

Tableau 16 : Caractéristiques macroscopique et microscopique de la levure sélectionnée 

cultivées sur milieu PDA et incubées à 30°C pendant 48-72h. 

 

Souche 

Aspect 

macroscopique 

Aspect  

microscopique 

 

 

Photos obtenus 

 

S12 

(L) 

(30°C) 

 

 

Colonies rondes, 

Blanche, crémeuse, 

lisses, bombées 

d’aspect brillant 

 

 

 

 

Cellules  sphérique ou 

subsphérique, 

immobiles, séparées ou 

en amas, production 

végétative par 

bougeonnement. 

pas de 

pseudomycélium. 

 

 

 

 

     

    X40                         X100                       

 

 

 

 

 

 

 L’étude des caractères culturaux de la levure sélectionnée a pu ressortir les 

caractères suivants :  

-   Colonies sphériques, blanche, crémeuse, lisse, bombées, brillant. 

 

 L’étude des caractères morphologique a donné les caractères suivants : 

- La forme des cellules est arrondie. 

- La division cellulaire se fait par bourgeonnement unipolaire. 

- Absence de pseudomycélium. 
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 3.3. Identification des bactéries sélectionnées 

       L’identification des souches isolées a porté sur l’étude des caractères morphologiques et 

biochimiques.  

 

  3.3.1. Etude macroscopique  

       Tous les isolats bactériens obtenus ont des aspects différents capables de pousser à 45°C 

pendant 24 à 48 h sur GN. L’observation macroscopique de ces isolats a permis de déterminer  

de nombreux critères : forme, couleur, taille et contour.  Les résultats obtenus  sont 

représentés dans le tableau 17 ci-dessous.  

Tableau 17 : Critères macroscopiques des isolats bactériens isolés sur milieu GN. 

Souche Forme Taille Aspect Couleur Contour Image 

SD1 Ronde Petite Crémeux Crème Régulier  

 

SS1 Ronde Petite Rugueux Crème Régulier 

 

SB1 Ronde Moyenne Crémeux crème Régulier 
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SS2 Ronde Moyenne Crémeux Crème Régulier 

 

SC1 Ronde Moyenne Crémeux Beige 

 

 

 

 

Régulier 

 

 

 

  

SB2 Ronde 

 

Petite 

 

Rugueux  crème Régulier 

 

SA1 Ronde 

 

Petite 

 

Crémeux Beige Régulier 

 

SC2 Ronde Petite Crémeux Beige Régulier 

 

SS3 Ronde Petite Rugueux Beige Irrégulier  
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SA2 Ronde Petite Rugueux Blanche Irrégulier 

 

SB3 Ronde Moyenne Crémeux Crème Régulier 

 

SA3 Ronde Moyenne Rugueux Beige Régulier 

 

SA4 Ronde Petite Rugueux Blanche Régulier 

 
 

       L’observation macroscopique des souches sur GN a permis de dégager deux aspects 

différents de colonies, crémeux et rugueux. Parmi les treize souches, six ont un aspect 

rugueux et sept ont un aspect crémeux. 

       Sur l’ensemble des phénons, les souches ont présentés une croissance optimale à la 

température d’incubation utilisée, celle de 45°Cet selon (borck, 1978 ; Perry etstaley, 1997 ; 

Souzaet Martins, 2001)  elles sont classées  parmi les thermophiles. Le terme de « 

thermophile température-tolérant» a été inventé par Wiegel (1990), pour désigner ce type de 

microorganismes. 

       Il est important de signaler que nos isolats sont incapables de se développer à 55°C 

malgré que quelques membres proviennent de sites ayant des températures beaucoup plus 

élevées que cette température. Il est probable que ces isolats ne peuvent pas se trouver en état 

actif en sachant que la température est un facteur important conditionnant leur prolifération. 
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Le même raisonnement peut expliquer l’isolement de certains organismes à des températures 

beaucoup plus basses que leur minimum de croissance (Niehaus et al., 1999). Selon Weigel 

(1986), il est également possible d'isoler des microorganismes thermophiles à partir de la 

glace arctique.  

       Ainsi différents types phénotypiques ont été retrouvés aussi bien dans les échantillons de 

la source d’eau thermale que dans le sol. C’est ce qui nous laisse supposer que la température 

n’est pas l’unique facteur qui joue sur la diversité des organismes présents dans ce type 

d’environnement, d’autres facteurs comme la composition minérale et organique, la 

localisation géographique des sites géothermaux peuvent également entrer en jeu. 

 

 3.3.2. Etude microscopique  

       L’observation à l’état frais et la coloration de Gram ont permis de donner une idée sur la 

morphologie des cellules bactériennes,  leur mobilité et la composition de leur paroi. Les 

résultats dans le tableau 18 résument les caractéristiques de l’ensemble des isolats bactériens. 

 

Tableau 18 : Critères microscopiques des isolats bactériens isolés sur milieu GN. 

Souche 

Coloration de GRAM Etat frais 

 

+ /

- 

Image 

Mode de 

regroupement 

 

Mobilité Forme 

SD1 
 

- 

 

Longue chaine Mobile Coque 

SS1 + 

 

Isolé  Mobile 
Longs 

Bacilles 
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SB1 
 

+ 

 

Isolé Immobile Gros bacilles 

SS2 + 

 

Longue chaine Immobile Coque 

SC1 + 

 

Longue chaine Immobile Coccobacille 

SB2 + 

 

Isolé Mobile 
Petits 

bâtonnets 

SA1 + 

 

Isolé Immobile 
Petits 

bâtonnets 
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SC2 + 

 

Isolé Immobile 
Coccobacille

s 

SS3 + 

 

Isolé Immobile Bacilles 

SA2 + 

 

Isolé et longue 

chaine  
Mobile Coque 

SB3 - 

 

Isolé et longue 

chaine  
immobile 

Très longs 

bacilles 

SA3 + 

 

Longue chaine Immobile Bacilles 
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SA4 - 

 

Isolé  Immobile  Coque 

 

 Coloration de Gram  

       La coloration de Gram, effectuée sur des cultures jeunes sur milieu GN a révélé que dix 

souches sont à Gram positif et trois à Gram négatif. Les formes cellulaires observées sous 

microscope photonique sont : des bâtonnets parfois enflés à l’extrémité isolés ou arrangés en 

longues chaînes selon les isolats, des coque et aussi des coccobacilles. 

 

 Observation à l’état frais  

       L’observation des bactéries à l’état frais montre que certains isolats sont très mobiles 

(SD1 ; SS1, SB2, SA2), tandis que la plus part sont lentes et immobiles et présentent un 

mouvement Brawnien (SB1, SS2, SC1, SA1, SC2, SS3, SB3, SA3, SA4). 

       Les formes cellulaires observées en microscopie photonique sont :des bâtonnets parfois 

enflés à l’extrémité isolés ou arrangés en longues chaînes selon les isolats(SS1, SB1, SB2, 

SA1, SS3, SA3).L’aspect coccobacille est rencontré uniquement chez deux souches (SC1 et 

SC2) alors que la forme coccoïde avec un mode de formation en longue chaine est observée 

chez quatre souches (SD1, SA2, SA4, SS2). 

       La plupart des souches sont des bacilles (SD1, SB1, SB2, SB3, SA1, SS3, SA3). L’aspect 

coccobacille est rencontré uniquement chez deux souches (SC1 et SC2) alors que la forme 

coccoïde avec un mode de formation en longue chaine est observée chez quatre souches (SD1, 

SA2, SA4, SS2). 

 

3.3.3.  Tests biochimiques  

       Les résultats de la caractérisation biochimique des isolats bactériens  sont représentés 

dans  le tableau 19 et la figure 8. 

 

 



Résultats & Discussion 
 

85 
 

 

 

Figure 8 : Tests biochimiques pour les différents isolats. 

 

A- Le test TSI pour les différents isolats 

 

B-Type respiratoire pour les différents isolats 

 

C-Mise en évidence de la réduction du nitrate 

en nitrite par la nitrate-réductase. 

 

D-Test oxydase pour les isolats sélectionnés 

 

E-L’utilisation du mannitol par les différents 

isolats sur milieu mannitol-mobilité 

F-L’effervescence obtenue de la réaction 

d’H2O2 
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Tableau 19 : caractérisations biochimiques des différents isolats bactériens. 

Souches catalase oxydase 
Type 

respiratoire 

Mannitol-mobilité 
Nitrate 

réductase 
TSI H2S 

Mobilité 
Dégradation 

du mannitol 

SD1 + + AAF + Partielle + + + 

SS1 + + AAF + Partielle + + + 

SB1 + + AAF - partielle + + + 

SS2 - + AAF - Complète + + + 

SC1 + + AAF - Partielle + + + 

SB2 + + AAF + Partielle + + + 

SA1 - + AAF - Partielle + + + 

SC2 + + AAF - Partielle + + + 

SS3 + + AAF - Partielle + + + 

SA2 - + AAF + Partielle + + + 

SB3 + + AAF - Partielle + + + 

SA3 + + AAF - Partielle + + +  

SA4 + + AAF - Partielle + + + 

 

  + : Positif            - : Négatif      AAF : Aéro-Anaérobie-Facultatif 

 

 Métabolisme respiratoire  

       Le type respiratoire des bactéries est déterminé par la culture sur milieu Viande-Foie.   

Tous les isolats peuvent croitre tout au long du milieu, il s’agit de bactéries aérobies-

anaérobies facultatives. 

 

       Le tableau 19 montre que toutes les souches bactériennes étudiées possèdent au moins 

l’une des deux enzymes respiratoires recherchées (oxydase et catalase). Toutes les souches 

sont oxydase positive alors que dix souches uniquement sont catalase positive (SD1, SS1, 
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SB1, SC1, SB2, SC2, SS3, SB3, SA3, SA4) car chacune d’elles présente des bulles après le 

dépôt du peroxyde d’hydrogène H2O2. Cette enzyme contient du fer qui catalyse la 

décomposition de ce dernier. c’est le cas de la plupart des isolats bactériens aérobies et 

anaérobies facultatives thermophiles (Dinsdale et al., 2001 ; Nazina et al., 2001). 

 

 Utilisation des sucres sur milieu Triple SugarIron 

       Le milieu Triple Sugar Iron (TSI) renseigne sur la capacité à dégrader le glucose, le 

lactose et/ou le saccharose. L’oxydation est observée chez toutes les souches et elle est  

accompagnée d’une production de CO2. 

 

 Mannitol mobilité  

       La fermentation du mannitol a été observée chez une souche. Un virage faible de 

l’indicateur au jaune a également été noté. Ceci peut s’expliquer par le fait que l’acidification 

produite par les bactéries aéro-anaérobies facultatives est en général insuffisante face à 

l’importance du pouvoir tampon du milieu (Joffin et Leyral, 2006). 

       La plupart des souches sont immobiles (SB1, SS2, SC1, SA1, SC2, SS3, SB3, SA3, 

SA4). En effet, quatre souches seulement (SD1, SS1, SB2, SA2) ont donné un résultat positif  

sur le milieu mannitol-mobilité. 

 

 Nitrate réductase 

       La réduction du nitrate en nitrite est observée chez toutes les souches bactériennes 

étudiées ce qui indique qu’elles possèdent l’enzyme Nitrate Réductase.  

 

3.3.4. Test de thermo-résistance 

       Le traitement thermique des souches bactériennes présentées sous forme de bacilles est 

effectué par  par  ensemencement d’une suspension bactérienne chauffée à 80°C pendant 

12min, sur Gélose nutritive à 45°C durant 24h a permis d’obtenir des colonies résistantes par 

développement des spores qui représentent une forme particulière de résistance chez le groupe 

de Bacillus (Dellarras, 2007). Cette sporulation est un phénomène naturel dans le cycle de 

croissance de ce groupe (Ponce et al., 2008). Il intervient lorsque les conditions deviennent 

défavorables à la croissance (carence en nutriments, en sels minéraux, manque d'eau), c'est-à-

dire lorsque l'organisme est en situation de stress (Barill et al., 2012). 
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       Les facteurs environnementaux des milieux extrêmes, tels que la température, le pH, le 

degré de salinité et l’activité de l’eau, influencent fortement la survie des microorganismes et 

conduisent à une réduction de leur diversité d’une part, et développe chez d’autres, une 

résistance par production de substances particulières d’autre part (Bar et al., 2002 ; Rocha et 

al., 2002). 

  

3.3.5. Culture sur milieux sélectifs  

       La culture sur les milieux : Chocolat, Chapman, Hektoen et Gélose au sang frais nous a 

permis d’obtenir les résultats représentés dans le tableau 20 et le tableau 21. 

 

Tableau 20 : Souches bactériennes sélectionnées sur différents milieux de culture. 

 

Souches Chocolat  Chapman Hektoen 
Gélose à sang 

frais 

SD1 + + - + 

SS1 + - - + 

SB1 + + - + 

SS2 + + - + 

SC1 + + - + 

SB2 + + - + 

SA1 + + - + 

SC2 + + - + 

SS3 + + - + 

SA2 + + - - 

SB3 + + - + 

SA3 + + - + 

SA4 + + - + 
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Tableau 21 : Souches bactériennes étudiées sur certains milieux sélectifs. 

Souches Chocolat  Chapman Hektoen Gélose à sang 

frais 

 

SD1 

    

 

SS1 

 

 

 

 

 

SB1 

   

 

 

SS2 

    

 

SC1 
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SB2 

    

 

 

SA1 

    

 

SC2 

 

  

 

 

SS3 

  

  

 

SA2 

  

 

 

 

 

 

Aucun développement 
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SB3 

    

 

SA3 

 

 

 

 

 

SA4 

  

 

 

 

 

 Milieu Chapman   

       Sur le milieu de Chapman, toutes les souches ont poussés mais elles ne représentent 

aucune caractérisation du genre Staphylococcus. Le développement bactérien sur ce milieu ne 

constitue qu’une indication, d’autres bactéries peuvent y cultiver. Sur ce milieu, les colonies 

de Staphylococcus apparaissent souvent pigmentées et entourées d’une auréole jaune dans le 

cas où le mannitol est fermenté, si non les colonies sont de couleur blanche. 

 

 Milieu Hektoen 

       La culture sur milieu Hektoen n’as pas permis le développement des colonies ce qui 

explique que nos souches n’appartiennent pas aux Entérobactéries. 

  

 Milieu Chocolat 

       Ce milieu a permis le développement de toutes les souches bactériennes car c’est un 

milieu d’enrichissement.  
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 Milieu Gélose à sang frais  

       Ce milieu a permis le développement de la majorité des souches bactériennes mais ces 

dernières ne représentent aucune caractéristique hémolytique donc les souches sont 

dépourvues de l’hémolyse alpha et béta.   

 

       D’après les tableaux 20 et 21, les caractères d’identification ont permis l’orientation vers 

les genres Bacillus, Thermobacillus et autres genres dont les tests effectués sont insuffisants 

de les déterminer, avec une dominance du genre Bacillus.  

       Le genre Bacillus a été isolé de tous les échantillons ; sa présence due à la capacité de ce 

genre à se déplacer à des vitesses élevées et à leur résistance aux conditions 

environnementales difficiles (Connor et al., 2010) en plus de son adaptation aux 

environnements chauds (Kawasaki et al., 2012 ; Annniz et al., 2015). Les souches de 

Bacillus ont été dominantes dans les études menées par différents chercheurs à travers le 

monde. Par exemple, 97,5% des souches récupérées par Aanniz et al. (2015) des sources 

thermales marocaines appartenaient à ce genre. De plus, Maugeri et al. (2001) ont isolé 87 

bactéries thermophiles, aérobies et sporogènes des îles Eoliennes (Italie), où les espèces 

dominantes retenues au genre Bacillus. De plus, le Bacillus thermophile était la souche 

dominante des sources thermales jordaniennes comme l'ont rapporté Abou-Shanab (2007) et 

Malkawi et Al-Omari (2010). 

 

       Les thermophiles facultatifs font partie du genre Bacillus et ont l’aptitude à croitre à des 

températures mésophiles et thermophiles (30-55°C), en fonction de la souche. Quelques 

exemples d’espèces comprennent Bacillus coagulans, B. lichenifrmis, B. pumilus, B. 

sporothermodurans et Bacillus subtilis (Barbarous et Gulsun, 2014). 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Conclusion 
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       Les extrêmophiles sont des microorganismes sollicités par beaucoup d’applications dans 

plusieurs domaines entre autres l’agriculture, les détergents, la pétrochimie,  la bio-

remédiation des sols et bien d’autres. Les microorganismes thermophiles se développant de 

façon optimale à des températures supérieures à 50°C sont parmi ceux les mieux étudiés. Ils 

sont isolés à partir de différents environnements extrêmes et leurs enzymes présentent une 

thermo stabilité très recherchée par différentes industries à cause de leurs propriétés dépassant 

celles de leurs contreparties mésophiles. 

       Une mise en évidence de la production de quatre enzymes hydrolytiques extracellulaires 

(protéase, amylase, cellulase et pectinase) par 12 souches fongiques et 13 souches 

bactériennes est réalisée. Ces microorganismes ont été isolés depuis l’eau thermale et le sol 

avoisinant des sources des eaux  thermales à hammam Debegh, Guelma, Algérie. Les milieux 

de culture utilisés dans l’isolement sont le PDA pour les champignons et le GN pour les 

bactéries. Pour la mise en évidence de l’activité enzymatique, des différents milieux gélosés 

sont utilisés avec addition de substrat, spécifique pour chaque enzyme.  

       Les souches fongiques ont montrés clairement la capacité de chaque souche isolée et 

testée à produire au moins une enzyme. En effet, les  cinq souches fongiques (S4, S5, S7, S10 

et S11) sont capables de produire  les quatre enzymes recherchées, alors que S1, S2 et 

S3produisent uniquement les protéases, les deux souches (S8 et S12) présentent uniquement 

une activité pectinolytique, la souche (S6) quant à elle présente deux activités enzymatiques 

(amylase et pectinase) et la souche (S9) produit deux  enzymes, il s’agit de la protéase et de la 

pectinase. Ces résultats ont permis la sélection de l’ensemble des souches fongiques 

préalablement isolées et testés pour leur identification. Les observations macroscopique et 

microscopique ont montré que les onze souches de moisissures sont reparties en cinq genres 

dont Aspergillus est dominant par 46%, suivi par Penecillium (27%), et enfin Mucor, 

Fusarium et Rhizoctonia par 9%. La S12 est l’unique levure isolée, elle est pectinolytique. 

       Pour les souches bactériennes,  les résultats de la mise en évidence de la présence des 

quatre activités enzymatiques recherchées ont montré que toutes les souches possédaient une 

ou plusieurs activités hydrolytiques dominées par les activités protéolytiques et amylolytiques 

à l’exception des activités pectinolytiques, Les treize souches bactériennes isolées et testées 

ont été sélectionnées pour subir  une caractérisation de type phénétique. En effet, 

l'identification des souches  bactériennes sélectionnées a montré que ce sont des aéro-

anaérobies facultatifs, thermophiles, se développent à 45°C sur gélose nutritive, la majorité de 
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ces souches sont immobiles, sous forme bâtonnet à Gram positif ou négatif avec des 

extrémités arrondies, ou sous forme de cocci et de coccobacilles isolés ou en longue chaine,  

possédant une oxydase, la majorité sont catalase positive, dégradant le mannitol. 

       Les formes sporulantes représentesnt deux genres Bacillus et Thermobacillus avec la 

dominance du premier. 

 

       En effet, cette contribution à l’étude du potentiel biotechnologique des thermophiles peut 

être complétée d’abord par une identification plus poussée des souches isolées, en combinant 

l’approche phénotypique dont la chimiotaxonomie à l’approche moléculaire. 

Concernant les enzymes, l’étude de leurs propriétés doit être menée à bout afin de pouvoir 

déterminer leur mécanisme catalytique et donc préciser avec exactitude leurs domaines 

d’exploitation. Pour une bonne rentabilité, il est  important non seulement de déterminer les 

conditions optimales de production, les limites physiologiques d’excrétion de ces enzymes, 

mais aussi les paramètres de culture pouvant affecter l’activité enzymatique. 
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Annexe 01 : Solutions  

 Eau physiologique  

 Chlorure de sodium…………………………………………………………….…….…..….9g 

 Eau distillée……………………………………………………………………....….....1000ml  

 

 Solution de chlorure de sodium (NaCl)  1M 

Chlorure de sodium………………………………………………………………….…..58,44g 

Eau distillée…………………………………………………………………….…. ..…1000ml 

 

 

Annexe 02 : Milieux pour l’isolement et la purification  

 Milieu Poato Dextrose Agar (PDA) 

Pomme de terre ………………………………………………………………….…….…..200g 

Glucose …………………………………………………………………………….…..…... 20g 

Agar …………………………………………………………………………….….……...  20g 

Eau distillée ………………..……………………………………………………...... ... 1000ml 

 

- Laver la pomme de terre et la couper en petit cubes  

- Mettre dans 500 ml d’eau distillée et porter à l’ébullition pendant 1 heure. 

- Ecraser et filtrer la pomme de terre afin d’obtenir l’extrait 

- D’autre part, faire fonder l’agar dans un petit volume d’eau distillée  

- Ajouter le filtrat à la solution d’agar   

- Ajouter le glucose  

- Ajuster le volume  à 1000 ml  

- Agiter le milieu jusqu’à homogénéisation  

- Stériliser par autoclavage à 121 °C pendant 20 min 

 

 Gélose nutritive (GN)  

Extrait de viande ……………………………………………………………………...……10g  

Extrait de levure ………………………………………………………………………..…... 2g  

Peptone ………………………………………………………………………………..……. 5g 

Chlorure de sodium ……………………………………………………………………...…. 5g  

Agar……………………………………………………………………………………...… 15g  

Eau distillée ………………………………………………………………………......…1000ml 

pH= 7,4 
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Annexe 03 : Milieux pour les tests enzymatiques 

 Milieu  lait gélosé à 20 % d’agar 

Lait écrémé ………………………………………………………………………..………100g 

Agar………………………....................................................................................................20g 

Eau distillée……………………………………………………………………………...1000ml 

                       

- Dissoudre l’agar dans de l’eau distillée chaude 

- Agiter jusqu’à homogénéisation pour obtenir l’eau gélosée 

- Stériliser par autoclavage à 121 
o
 C pendant 20 min. 

- Ajouter le lait écrémé stérile juste avant l’utilisation du milieu 

 

 Milieu gélosé à 5% de lait écrémé  

Lait écrémé ………………………………………………………..………………….......50ml 

Agar…………………………………………………………..………………………....…..10g 

Eau distillée……………………………………………….…………….…….…….......1000ml 

 

 

 Milieu PDA à 1% d’amidon 

    Extrait de pomme de terre …...……………………… .……………………………...…1000ml 

     Amidon  ………………………………………………………….……………………..…..10g    

     Glucose ………………………………………………………….……………………..…...20g 

     Agar ……………………………………………………………....……………………….. 20g     

 

-  200g de pomme de terre non pelées vieilles sont lavés et coupés en petites dés ensuite mis 

dans un litre d’eau distillée et portés à ébullition pendant 1heure , ils sont enfin écrasé, 

filtré ,compléter à 1L d’eau distillée 

- L’agar et l’amidon sont dissous à chaud dans l’extrait de pomme de terre. Compléter à un 

litre d’eau distillée, ajuster le pH à 5 et stériliser à 110°C, pendant 30 min. 

 

 Milieu gélose à amidon 1% 

Gélose nutritive……………............................................................................................1000ml 

Amidon………………………………………………………….………………..……..…..10g 

 

 Milieu (CMC-agar)        

      CMC ……………………..…………………………………..…………………..………..…20g 

      Extrait de levure ………………………………………………………..………….....…....….5g 

      Agar …………………………………………………………………….…………...…...…..15g 

      Eau distillé………………………………………………………………..……….…......1000ml 

pH=5 
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 Milieu gélosé à 0 ,5% de CMC 

Gélose nutritive……………………………………………………………..…………..1000ml 

CMC…………………………………………………………………………….…...……….5g 

 

 Milieu pectine-agar 

Pectine…………………………………………………………………….……………….....5g 

Extrait de levure…………………………………………………………………….……......5g 

Agar…………………………………………………………………………………...….…20g 

Eau distillée…………………………………………………………….………………..1000ml 

 

 

 Annexe 04: Les indicateurs colorés 

 Rouge Congo à 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’à 100ml 

 

 Eau iodée (Lugol)              

  Iode ……………………………………………………………………………..…………..1g 

  Iodure de potassium ……………………………………………………………..………… 2g 

  Eau distillé ……………………………………………………...…………………...….100ml 

                    

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

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

permettre la  dissolution totale de l’iode). 

 

 Acétate de cuivre à 0,7% 

Acétate de cuivre………………………………………………………………....….… .…7,5g 

Eau distillée……………………………………………………………………..………1000ml 

 

- Dissoudre 7,5g de l’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis compléter 

le volume jusqu’à 100ml 
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Annexe 05 : Lactophénol-bleu coton 

Phénol en cristaux ………………………………………….…………………….......….…20g 

Acide lactique (25%)………………………………………….……………………….…..20ml 

Glycérol…………………………………………………………..………………….…….20ml 

Eau distillée………………………………………………………..…………………....…..4ml 

Bleu de méthylène………………………………………………...………………………...0,5g 

 

 

Annexe 06 : Réactifs de la coloration de Gram  

 Violet de gentiane  

    Violet de gentiane………………………………………….…….………………………...1g 

    Alcool éthylique à 95% ……………………………………….……………….…...…...10ml 

    Phénol……………………………………………………………..……………….….…....2g 

    Eau distillée…………………………………………………………..….…………......100ml 

 

 Lugol de Gram  

   Iodure de potassium…………………………………………………………….…….....…1g 

   Iode ………………………………………………………………………………..………1g 

   Eau distillée……………..………………………………………………….…….….…300ml 

 

 Fuschine de ziehl (Guiraud et Galzy, 1980).  

  Fuschine………………………………………………………………………..…….……..1g 

 Alcool éthylique à 95%.......................................................................................................10ml 

 Phénol ajoutés à 100ml d’eau distillée……………………………………………………….5g 

 

Annexe 07 : Milieux pour les tests biochimiques des bactéries 

 Milieu   gélose viande-foie  

     Extrait de viande……………………………………………………….………….……..10g 

     Peptone ……………………………………………………………..…………….…..….20g 

     Extrait de levure……………………………………………………….………….….…..10g 

    Glucose…………………………………………………………………………….…..….05g 

    Agar………………………………………………………………………...……………..15g 

    Eau distilée……………………………………………………………………………1000ml 

pH= 7,6 
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 Milieu Mannitol mobilité (Guiraud, 1998) 

Peptone………………………………………………………………………………………20g 

Nitrate de potassium…………………………………………………………………….……1g 

Mannitol………………………………………………………………….………….……..…2g 

Rouge de phénol………………………………………………………….……….………40mg 

Agar………………………………………………………………………………….….……4g 

Eau distillée…………………………………………………………………….……….1000ml 

                                                                    pH= 7,6-7,8 

 

 Milieu TSI (triple sugar iron agar)  

Peptone……………………………………….………………………………………..…..20g 

Agar…..................................................................................................................................12g  

Lactose…………………...…………………………………………………….………..…10g  

Sucrose……………………….............................................................................................10g  

NaCl…………………………………………………………………………………….... .05g 

Extrait de levure……………………………….……………………………….……..…....03g  

Extrait de viande ...….…………………………….……………….………….………...... 03g 

Glucose …………………………………………….………………..………..........…...... 01g  

Citrate de fer……………………………………………………….….……...….......….....03g 

Na₂S₂O₃…………………………………………….………………...….…...…….……..0,3g  

Rouge de phénol ………..…………………………….……………..…..….….…...….0,025g  

Eau distillée……………………………………………..………….….……........……1000ml 

pH= 7.4 ±0.2  
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Annexe 08 : Milieux sélectifs pour l’identification des bactéries 

 Gélose Hektoen 

Peptone pepsique de viande................................................................................................... 12g 

 Extrait autolytique de levure................................................................................................... 3g 

 Lactose...................................................................................................................................12g 

 Saccharose ............................................................................................................................12g 

 Salicine....................................................................................................................................2g 

Sels biliaires ............................................................................................................................9g 

Chlorure de sodium..................................................................................................................5g 

Thiosulfate de sodium .............................................................................................................5g 

 Citrate ferrique ammoniacal .................................................................................................1,5g 

 Bleu de bromothymol ........................................................................................................65mg 

 Fuchsine acide ....................................................................................................................45mg 

 Agar agar bactériologique ..................................................................................................13,5g  

pH= 7,6 ± 0,2. 

 

 Gélose au sang cuit (Milieu chocolat)  

Gélose nutritive ………………………………………………..…………..…………... 1000ml 

Sang de cheval ……………………………………………………….………..………......50ml 

 

 Milieu Chapman 

 Peptones…………………………..……………………………...........................................11g 

Extrait de viande………………………………………………………….………....….…….1g 

Chlorure de sodium………………………………………………………….………..……..75g 

Mannitol…………………………………………………………………………...........…...10g 

Rouge de phénol……………………………………………………………….…….......0,025g 

Agar…………………………………………………………………………….….….…….15g 

Eau distillée……………………………………………………………………… ...…..1000ml 
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 Gélose au sang base 

Mélange spécial de peptones ……………………………….…………..……………..……23g  

Amidon…………………………………………………………………….……….…..……..1g 

NaCl………………………………………………………………………………….…...…..5g  

Sang frais……………………………………………………………………………...…...50ml 

Agar………………………………………………………………………………..…..……15g  

pH= 7,3 

 



 

 

 

 

 

 

Résumé 
 



 يهخص 
 

 

 انًؼشونت يٍ انًياِ  (انخزيىفيهيت )كدشء يٍ انبحث ػٍ الإَشيًاث انخي حُخدها انكائُاث انحيت انذقيقت انًحبت نهحزارة        

أحذ ػشز طلانت  يٍ انفطزياث ، . انحزاريت وانخزبت انًداورة نهيُابيغ انحزاريت انًىخىدة في حًاو انذباؽ، قانًت ، اندشائز

                                           .خًيزة و ثلاثت ػشز طلانت بكخيزيت حى حُقيخهى واخخبار َشاطهى الإَشيًي ويٍ ثى ححذيذهى

ػُذ  (  و انبكخيٍطهىنىس ييثيم كزبىكظي  ححهيم انبزوحيٍ، انُشاء، )انُشاطاث الإَشيًيت انخي حى انبحث ػُها        

 خًيغ انظلالاث انفطزيت .انظلالاث انفطزيت و انبكخيزيت انًؼشونت حى اخخبارها باطخخذاو يزكباث خاصت بكم َشاط إَشيًي

                                .اوانبكخيزيت نها َشاط إَشيًي واحذ ػهً الأقم، هذا يظًح باخخيار كم هذِ انظلالاث بهذف ححذيذِ

بظلالاث فطزيت وبكخيزيت قادرة ػهً إَخاج أَشطت  (انًياِ انحزاريت وانخزبت)حشيز انُخائح إنً ثزاء يىقغ أخذ انؼيُاث 

في انىاقغ هذا انًىقغ هى يصذر يحخًم لإَشيًاث حًهك انقذرة نًقاويت انحزارة وبانخاني غايت في الأهًيت . إَشيًيت هايت

                                                                                                                .يياديٍ انصُاػيتالنخطبيقاحها في 

  أظهزث أَها  اخخبارها واخخيارها  وانخي حىيؼشونتالحذ ػشز الأفطزيت ال ثطلالا نم  وانًدهزيت        انذراطت انظاهزيت

و كاَج أكثز الأَىاع انزشاشياث وانبُظهيى . (انزشاشياث، انبُظهيىو، انؼفُت، انفيىساريىو ورايشوكخىَيا) َىاع أ5حًثم 

.                                                                                                                                              بزوسا  

 انبيىكيًيائيت و ،        دراطت انخصائص انظاهزيت  نهظلالاث انبكخيزيت طًحج بخحذيذ بؼض خصائصها انًىرفىنىخيت 

يغ هيًُت خُض انؼصياث بالإضافت إنً أخُاص ( و انخاريىباطيهضانؼصياث  )َىػيٍ أظهزث وخىد انفيشيىنىخيت حيث 

 ححذيذها، يًثهت في شكمالاخخباراث كفيهت ب cocci  و coccobacilles. ٌ                                              حك نىأخزي

  

 

  



Résumé 
 

 

       Dans le cadre de la recherche d’enzymes produites par des microorganismes 

extrêmophiles isolés depuis l’eau thermale et le sol avoisinant des sources thermales se 

trouvant à hammam, Debegh, Guelma, Algérie. Onze souches de moisissures, une levure et 

treize souches de bactéries ont été purifiées puis testées pour leur activité catalytique et 

finalement identifiées. 

 

       Les activités enzymatiques recherchées (protéolytiques, amylolytiques, cellulolytiques et 

pectinolytiques) chez les souches fongiques et bactériennes isolées sont testées sur un milieu 

spécifique pour chaque activité enzymatique. La totalité des souches fongiques et 

bactériennes présentent au moins une activité enzymatique. Ce qui permet la sélection de 

l’ensemble de ces souches pour leur identification. 

Les résultats indiquent la richesse de l’échantillon prélevé de souches fongiques et 

bactériennes capables de produire d’importantes activités enzymatiques. En effet, l’eau 

thermale et le sol environnant ces sources chaudes sont une source potentielle d’enzymes 

pouvant être thermorésistantes et donc  très intéressantes pour leurs applications industrielles. 

 

       L’étude macroscopique et microscopique des souches fongiques a montré que les onze 

souches de moisissures isolées, testées et sélectionnées représentent 5 genres (Aspergillus, 

Penicillium, Mucor, Fusarium et Rhizoctonia). Les genres les plus dominants sont Aspergillus 

et Penicillium. 

 

       La caractérisation phénétique réalisée pour les souches bactériennes a permis d’avoir 

accès à certaines propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques de ces 

microorganismes. Les résultats ont montrés la présence de  deux genres connus, Bacillus et 

Thermobacillus avec la dominance du genre Bacillus. Ainsi que, d’autres genres dont les tests 

réalisés sont insuffisants pour les identifier. 

 

 



Abstract 
 

 

       As a part of a search for enzymes produced by extremophilic microorganisms isolated 

from the thermal water and the surrounding soil of thermal sources located in hammam, 

Debegh, Guelma, Algeria. Eleven fungal strains, one yeast and thirteen bacterial strains were 

purified, then tested for their catalytic activity, and finally identified. 

 

       The desired enzymatic activities (proteolytic, amylolytic, cellulolytic and pectinolytic) of 

isolated fungal and bacterial strains were tested on a specific medium for each enzymatic 

activity. All the fungal and bacterial strains have at least one enzymatic activity. This allows 

the selection of these strains for their identification. 

       The results indicated the richness of the sampling site (thermal water and soil) in fungal 

and bacterial strains capable of producing important enzymes. Indeed, this site is a potential 

source of enzymes that can be thermo-resistant and therefore very interesting for their 

industrial applications. 

 

       The macroscopic and microscopic study of the fungal strains showed that the eleven 

isolated strains, tested and selected  represent 5 genera (Aspergillus, Penicillium, Mucor, 

Fusarium and Rhizoctonia). The most dominant genera are Aspergillus and Penicillium. 

 

       The phenetic characterization performed for bacterial strains allowed to have an access to 

certain morphological, biochemical and physiological properties of these microorganisms. the 

results showed the presence of 2 known genera, Bacillus and Thermobacillus with the 

dominance of the genus Bacillus. As well as other genera whose tests are insufficient to 

determine them, representing in the form of cocci and coccobacilli. 
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       Dans le cadre de la recherche d’enzymes produites par des microorganismes extrêmophiles isolés 

depuis l’eau thermale et le sol avoisinant des sources thermales se trouvant à hammam, Debegh, Guelma, 

Algérie. Onze souches de moisissures, une levure et treize souches de bactéries ont été purifiées puis testées 

pour leur activité catalytique et finalement identifiées. 

       Les activités enzymatiques recherchées (protéolytiques, amylolytiques, cellulolytiques et 

pectinolytiques) chez les souches fongiques et bactériennes isolées sont testées sur un milieu spécifique 

pour chaque activité enzymatique. La totalité des souches fongiques et bactériennes présentent au moins 

une activité enzymatique. Ce qui permet la sélection de l’ensemble de ces souches pour leur identification. 

       Les résultats indiquent la richesse de l’échantillon prélevé de souches fongiques et bactériennes 

capables de produire d’importantes activités enzymatiques. En effet, l’eau thermale et le sol environnant ces 

sources chaudes sont une source potentielle d’enzymes pouvant être thermorésistantes et donc  très 

intéressantes pour leurs applications industrielles. 

       L’étude macroscopique et microscopique des souches fongiques a montré que les onze souches de 

moisissures isolées, testées et sélectionnées représentent 5 genres (Aspergillus, Penicillium, Mucor, 

Fusarium et Rhizoctonia).Les genres les plus dominants sont Aspergillus et Penicillium. 

       La caractérisation phénétique réalisée pour les souches bactériennes a permis d’avoir accès à certaines 

propriétés morphologiques, biochimiques et physiologiques de ces microorganismes. Les résultats ont 

montrés la présence de  deux genres connus, Bacillus et Thermobacillus avec la dominance du genre 

Bacillus. Ainsi que, d’autres genres dont les tests réalisés sont insuffisant pour les identifier. 
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