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Aujourd’hui les microorganismes sont des participants majeurs dans plusieurs industries : 

pharmaceutiques, agroalimentaires et chimiques (Demain, 2000). Parmi ces êtres vivants, les 

moisissures disposent de possibilité d’applications biotechnologiques très étendues par leur 

capacité à conquérir des substrats naturels grâce à une dissémination efficace, une croissance 

rapide et un arsenal enzymatique très développé (Leveau et Bouix, 1999).  

La connaissance de la biologie des moisissures est encore partielle. Cependant, la 

compréhension des métabolismes primaires et secondaires et de la génétique de ces 

microorganismes permet de maîtriser de mieux en mieux leurs capacités de synthétiser un 

grand nombre de substances complexes économiquement très importantes : acides organiques, 

alcaloïdes, antibiotiques, terpènes et enzymes (Sheikh, 2010 ; Mehravar et Sardari, 2011 ; 

Pereira et al., 2013).  

Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique (Botton et al., 1990). 

Appartenant aux enzymes de la famille des hydrolases telles que, l’α-amylase, la cellulase, la 

protéase sont parmi les plus importantes enzymes à l’échelle industrielle, ce qui les rendent 

l’un des outils-clés des biotechnologies (Little, 2004). 

L’industrie exige l’emploi d’enzymes thermostables qui ont la capacité de supporter des 

températures élevées. Pour répondre à cette exigence, l’isolement des moisissures de régions 

arides peut constituer une alternative intéressante permettant d’obtenir des souches 

productrices de ce type d’enzymes. En effet, plusieurs études ont été réalisées dans ce sens 

afin de sélectionner des souches révélant une potentialité intéressante (Bouchet et al., 1999). 

En Algérie, les sols sahariens se sont révélés très diversifiés en moisissures et de nombreux 

travaux ont été publiés sur ces microorganismes, du point de vue taxonomique dans le but de 

découvrir de nouvelles espèces (Zitouni et al., 2004; Boubetra et al., 2013a,b et 2015; 

Aouiche et al., 2015; Bouras et al., 2015). 

En considérant cette richesse des sols sahariens en moisissures halophiles, nous avons ciblés 

les sols salés de la région de SEBKHA d’EL M’GHIER au sud de Biskra ;  

Dans ce cadre les objectifs de notre travail s’article sur : 

 L’isolement des souches fongiques à partir du sol prélevé de SEBKHA d’EL 

M’GHIER au sud de Biskra ;  

 La purification et l’identification des isolats obtenus ; 
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 La mise en évidence de l’activité antibactérienne de ces isolats sur un milieu Mueller 

Hinton ; 

 La réalisation du test d’antagonisme des isolats fongique (champignon- champignon) ; 

 L’étude de la capacité de souches fongiques isolées à produire quelques enzymes sur 

différents milieux gélosé ; 

 La production des protéases alcalines par une seule souche sélectionnée après 

fermentation en milieux solides incubés à différentes températures, en utilisant les 

déchets de tomate comme substrat de base supplémenté par différentes concentration 

d’NaCl ;  

 Dosage de l’activité protéolytique des extraits bruts obtenus. 
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1. Le Sol 

1.1. Généralités sur le sol  

Le sol représente la couche superficielle de la croute terrestre résultant de la transformation de la 

roche mère initiale sous l’effet de phénomène physique, chimiques et biologiques dont l’action se 

poursuit de nos jours (LeClech, 2000), et enrichi par des apports organiques. On différencie le sol 

de la croute terrestre par la présence significative de vie. Il est également, un des puits de carbone 

planétaire, mais semble perdre une partie de son carbone de manière accélérée depuis les 20 

dernières année (Ben Bond et al., 2010). 

Le sol a de nombreuses fonctions, il est un milieu biologique dans et sur lequel se développent 

des organismes vivants. Ce développement dépend de la qualité de ce sol ou fertilité (quantité de 

carbone, d’azote, capacité d’échange ionique, etc.). Il est aussi un acteur déterminant du cycle de 

l’eau (stockage et régulation) et de la qualité de cette eau (source de pollution, capacité de 

rétention des polluants mais aussi biodégradation de ceux-ci).  Mais le sol joue aussi un rôle 

prédominant dans tous les cycles biogéochimiques (Quénéa, 2004). 

1.2. Les microorganismes du sol  

Le sol héberge un très grand nombre de microorganismes (Nannipieri et al., 2003), composés de 

bactéries, de  champignons, d’Actinomycètes, d’Algues et de  Protozoaires. Le tableau 1 rappelle 

brièvement et très schématiquement quelques ordres de profondeurs. 

Tableau 1: Nombre de microorganismes du sol par gramme, en fonction de la profondeur  

(Alexande, 1991). 

 
Profondeur (cm) Bactéries Actinomycètes Mycètes Algues 

3 à 8 9 750 000 2 080 000 119 000 25 000 

20 à 25 2 179 000 545 000 50 000 5 000 

35 à 40 570 000 49 000 400000 500 

65 à 75 11 000 5 000 6 000 100 

135 à 145 1 400 - 3 000 _ 
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1.2.1. Les bactéries  

Les bactéries du sol sont dominantes Gram positif, avec pour groupes principaux : les 

Corynébactéries, les Actinomycétes, les Mycobactéries, les Nocardiformes. Les genres les plus 

communs sont : Arthrobacter, Achromobacter et Bacillus, dans les couches aérobies. Alors que 

les bactéries du genre Clostridium sont dominantes dans les conditions anaérobies (Bousseboua, 

2002). 

De part leurs consommation et minéralisation des matériels organiques, elles représentent la 

plupart des flux d'énergie à travers le sol. Les bactéries interviennent dans un grand nombre de 

processus, et d'interaction mutualistes ou antagonistes avec les autres organismes du sol. Elles 

jouent un rôle fondamental dans les cycles de l'azote (ammonification, nitrification, 

dénitrification, fixation symbiotique de l’azote), du carbone (décomposition et minéralisation) du 

phosphore, du soufre, et dans le recyclage des déchets et des polluants comme les pesticides. 

Elles interviennent également dans le maintien de la structure du sol, par la formation d'agrégats 

(Djibril, 2003). 

            1.2.2. Les Protozoaires  

Les genres de protozoaires du sol sont les même que ceux des environnements aquatiques. Très 

peu sont exclusivement trouvés dans le sol. Les espèces les plus communes sont: Heteromita 

globosa, Colpoda cucullus et Hartmanella hyalina. Ce sont des consommateurs de bactéries, de 

levures et de champignons, ils sont impliqués aussi dans la décomposition de la matière 

organique (Maier et al., 2000). 

             1.2.3. Les Algues 

Les algues sont confinées à la surface du sol (Wild, 1993) ou aux quelques centimètres 

supérieurs. Un grand nombre d'espèces a été isolé des sols mais seulement quelques-unes sont 

communes : Chlorococcum humicola et quelques Oedogonium et Vaucheria, elles sont inconnues 

dans les eaux. Les formes du sol sont habituellement plus petites que celles aquatiques, la plupart 

sont cosmopolites (ex : Hantzschia amphixus, des espèces de Nostoc, Chlamydomonas, 

Stichococcus, Zygogonium, Hormidium). 
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            1.2.4. Les Actinomycètes 

Les Actinomycètes sont des bactéries filamenteuses hétérotrophes et la plupart sont des gram-

positifs. Leur rôle dans le sol est important en raison de leur aptitude à dégrader les substances 

organiques non biodégradables par les champignons et les bactéries (Crawford, 1993), et à 

produire des substances pro-biotiques et antibiotiques (Kieser et al., 2000). 

             1.2.5. Les champignons  

Les champignons jouent un rôle très important dans les chaînes alimentaires complexes du sol, 

par leurs interactions trophiques avec la faune et les autres microorganismes du sol, comme 

source de nourriture mais aussi comme parasites ou prédateurs. Ils jouent un rôle dans le 

recyclage des déchets, des sécrétions chimiques et excrétions des racines des plantes, des 

animaux et des microorganismes (Djibril, 2003). 

L’évaluation de la biomasse des microorganismes a montré que dans la plupart des sols, les 

mycètes sont le composant principale (Bååth and Söderström, 1980 ; Schnürer et al., 1985). 

Certaines espèces fongiques se retrouvent sur la plupart des terrains, comme les Aspergillus, 

Penicillium, Epicoccum, Fusarium, Trichoderma, Mucor, Absidia, Rhizopus, Mortierella, 

Zygorhynchus, Chaetomium, Gymnoascus, etc. (Boiron, 1996). 

Comme les bactéries, les mycètes sont importants pour immobiliser, ou maintenir, des aliments 

dans le sol. En outre, les mycètes aident à augmenter l'accumulation de la matière organique riche 

d'acide humique qui est résistante à la dégradation et peut rester dans le sol pour des centaines 

d'années (Christensen, 1989 ; Senal et al., 1993 ; Prescott et al., 1995 ). 

1.3.  Effets du sel sur la flore microbienne du sol 

Dans la nature, la plupart des cas de salinité sont dus aux sels de sodium et surtout au NaCl 

(Senal et al., 1993). La haute salinité compromet des fonctions biologiques dans les écosystèmes 

et cause la dégradation des ressources de sol et de l’eau (Tanji, 1990 ; 1996 ; Sumner and Naidu, 

1998 ; Sumner, 2000 ; DasSarma and Arora, 2001 ; Anonyme e, 2004). 

Bien que, les océans soient de loin, la plus grande eau superficielle saline des environnements 

hyper salins (3.5% sels totaux). Ce processus mène les diverses espèces microbiennes à s’adapter 
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aux différentes gammes de salinités (Figure 1), pendant que la saumure est concentrée de 1 mol/L 

à 3.5 mol/L (DasSarma et Arora, 2001). Les mycètes ont été découvertes dans les 

environnements dont la salinité s’étend entre 15- 32% de NaCl, où jusqu’ici supposé que seules 

les bactéries pouvaient se développer (GundeCimerman et al., 2002). 

 

Figure1: La tolérance des microorganismes aux concentrations de sels (NaCl) : PR-6 

Agmenellum quadraplicatum, Fs Fabrea saline, Ds Dunaliella salina, Ah Aphanothece 

halophytica, H Halobacterium d’après DasSarma et Arora (2001). 

1.4. Effets de température sur la flore microbienne du sol 

Parmi les organismes eucaryotes, seulement quelques espèces de mycètes peuvent se développer 

à des températures situées entre 45 °C et 55 °C (Cooney et Emerson, 1964). Par ailleurs, Tansey 

et Brock (1978) ont répertorié 30 espèces fongiques croît à des températures élevées modérément 

(60°C à 62°C). 

Les mycètes thermophiles ont une température de croissance minimale inférieure à 20°C et 

maximale supérieure à 50 °C (Brock, 1995 ; Blochl et al., 1997 ; Maheshwari et al., 2000 ). En 

outre, la majorité de mycètes thermophiles appartiennent aux Zygomycètes ( Rhizomucor miehi, 

R.pussillus), Ascomycètes (Chaetomium thermophile, Thermoascus aurantiacus, Dactylomyces 

thermophilus , Melanocarpus albomyces, Talaromyces thermophilus, T. emersonii, Thielavia 

terresteris), Basidiomycètes ( Phanerochaet chrysosporium) et Hyphomycètes (Acremonium 

almbamensis, A. thermophilum, Myceliophtora thermophila, Thermomyces laginosus, 
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Seytalidium thermophilum, Malbranchea cimnamonea) (Tensey and Brock, 1978 ; Mouchacca, 

1997 ; 1999). 

2. Les moisissures 

2.1. Généralités 

Les moisissures sont des eucaryotes à noyaux minuscules. Elles sont des champignons 

filamenteux hétérotrophes dépourvues de chlorophylle et de pigments assimilateurs et présentent 

des parois cellulaires composées de la chitine et non de la cellulose, la principale forme de 

stockage des glucides est le polysaccharide glycogène (Indge, 2004 ; Nicklin et al., 2000). Ces 

organismes sont des thallophytes ; donc ne possédant pas de racines, ni de tiges, ni de feuilles, se 

caractérisant par la formation de filaments (hyphes) libres ou entrelacés dont l'ensemble est 

désigné sous le nom de mycélium (Figure2). Celui-ci peut être coenocytique (non cloisonné, 

c'est-à-dire hyphe résultant de divisions nucléaires répétées, sans divisions cellulaires 

concomitantes), ou bien septé (cloisonné) (Genevès, 1990 ; Genevès, 1992 ; Bouchet et al., 

1999 ; Boiron, 2005).  

 

Figure 2 : Structure de l’hyphe chez les moisissure : (a) mycélium non septé, (b) mycélium septé 

(Botton et al., 1990 ) 

Les spores représentent le mode de reproduction le plus commun chez les moisissures. On 

distingue, selon leurs origines, les spores sexuées et les spores asexuées (Figure3) ; ces dernières 

dites aussi formes imparfaites ou anamorphes sont uni- ou pluricellulaires et produites soit dans 

des sporanges soit à partir de cellules d’hyphes appelées cellules conidiogénes (Raven et al., 

2000). La nutrition s’effectue à travers des haustoria, c’est-à-dire des tubes suçoirs (Bouchet et 

al., 1999). 

Celles qui sont sexuées ou téléomorphe, apparaissent souvent en fin de saison sous forme de 

gamètes à la suite d’une méiose. Cette reproduction sexuée est très variable tant sur le plan de la 
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diversité des organes que sur celui des cycles de développement. La fécondation peut s’effectuer 

chez un même individu (homothallisme) ou entre deux individus différents (hétérothallisme) 

(Sterullu, 1991). 

 

Figure 3 : Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d’une moisissure. 

 

     2.2. Mode de vie des champignons 

Indépendamment du classement hiérarchique en plusieurs groupes et sous-groupes, les 

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

parasites et les symbiontes. 

          2.2.1.  Le saprophytisme : Les espèces saprophytes se développent aux dépens des 

substances mortes d’origines animale ou végétale (Bouchet et al., 1999). Ces espèces jouent un 

rôle essentiel au sein des cycles biologiques en minéralisant les matières végétales ou animales 

mortes (Marouf et Reynaud, 2007). 

           2.2.2.  Le parasitisme : Plusieurs champignons mènent une vie parasite vis-à-vis des 

substances organiques (Florent, 1993). Le parasitisme est généralement nuisible et souvent nocif. 
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C’est le cas des espèces responsables de maladies sur les végétaux tel que l’oïdium (blanc) 

(Bouchet et al ; 1999). 

              2.2.3.  La symbiose : Raven et al., (2000) ; Marouf et Reynaud (2007), définissent la 

symbiose comme une association étroite et durable entre les organismes d’espèces différentes, 

pouvant appartenir à des règnes différents, vivant en équilibre les uns avec les autres et tirant les 

bénéfices mutuels de cette union, mais pouvant vivre séparément. Leurs états de symbiose sont : 

                  A- Les lichens sont constitués d’une association entre champignon (principalement du 

phylum Ascomycota) et une cyanobactérie.  

                  B- L’algue, capable de photosynthèse, va fournir les molécules organiques carbonées 

au champignon qui en retour fournira les éléments minéraux à l’algue. 

                 C- Les mycorhizes sont constitués d’une association entre un champignon et la racine 

d’une plante. Les mycorhizes constituent la forme de symbiose la plus répandue à l’échelle 

planétaire. On estime que 90% des végétaux contractent spontanément cette association. Les 

champignons vont développer un réseau de filaments mycéliens à partir de la racine et vont être 

impliqués dans la nutrition minérale des plantes. C’est d’ailleurs une association symbiotique qui 

aurait permis aux plantes de coloniser le milieu terrestre. 

     2.3. Habitat et pathogénicité  

Lorsque les conditions environnementales sont favorables (humidité, température et substrats 

organiques disponibles), les moisissures se développent. Beaucoup d’espèces se  reproduisent 

dans les habitats froids, périodiquement arides ou autres, apparemment inhospitaliers (Isaac et al., 

1993). Il est important de souligner que les conditions optimales pour la croissance et la 

reproduction des moisissures changent considérablement d’une espèce fongique à une autre, d’où 

une biodiversité de mycètes qui tend à augmenter dans les régions tropicales, certains sont 

spécifiques à des endroits étroitement limités (la truffe blanche de Piémont est connue 

uniquement au niveau d’une Provence de l’Italie nordique) (Swann et al.,1999). Environ 70.000 

espèces de mycètes sont décrites. L’intervention néfaste des champignons filamenteux se 

manifeste essentiellement dans l’industrie alimentaire avec une activité phytopathogène en 

particulier sur les fruits et légumes. 



 

PARTIE 01:                                                                                                  REVUE  BIBLIOGRAPHIQUE  

 

 

10 

 

 

Les moisissures les plus connues pour leur pathogénicité sont : Aspergillus flavus, A. nomius et A. 

parasitica connus pour leur production d’aflatoxine (substance cancérigène puissante). Ces 

espèces se développent à la surface de certains aliments tels que les céréales et les arachides 

(Guiraud, 1998), la moisissure Penicillium citreonigrum produit la citreoviridine (mycotoxine 

neurotoxique responsable du béribéri cardiaque), alors que P.citrinum produit la citrinine un 

néphrotoxique, Fusarium sporotrichoides et des espèces voisines produisent divers toxines 

comme les trichothécènes, la zéaralénone, les fumonisines, etc. Certaines de ces toxines sont très 

thermostables (30 min à 200°C).  

 

Certaines maladies dues à l’aleucie alimentaire toxique (ATA) se présentent sous forme de 

simples malaises (Guiraud, 1998). D’autres exemples existent encore, telle que l’action de 

Cryphonectria paradsitica responsable de la cessation de quatre milliards d’arbres de châtaigne 

aux Etats-Unis (Alexopoulos et al., 1996).million d’espèces (Hawksworth, 1991 ; Hawksworth et 

al., 1995). 

     2.4. Caractères Physiologiques des moisissures   

Un certain nombre de caractère physiologiques permettant de définir les moisissures. Parmi ces 

facteurs, on distingue :  

         2.4.1. L’eau : Les champignons peuvent en général se développer dans des milieux à la 

pression osmotique relativement élevée, tels que les milieux riches en sucres ou en sel, où les 

bactéries ne peuvent croitre (Bousseboua, 2002).  

         2.4.2. Le pH : Les moisissures croissent dans une large gamme de pH, 5.5-7.5, avec 

préférence pour les milieux acides (pH=5) et, par leurs activités métaboliques (la respiration et la 

sécrétion d’acide organique), acidifient encore plus le milieu (Nicklin et al., 2000).  

          2.4.3. La température : La plupart des moisissures sont mésophiles et croissent à des 

températures entre 5°C et 40°C. Certains sont psychrophiles et sont capables de vivre à moins de 

5°C, d’autre sont thermotolérants ou thermophiles et peuvent croitre au-dessus de 50°C (Tableau 

02) (Nicklin et al., 2000). 
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Tableau 02: Catégories de moisissures selon la température de développement (Roquebert, 

1997). 

Types de champignons Gamme de température Température optimale 

Mésophiles 0 à 50°C 15 à30°C 

Thermophiles 20 à 50°C 35 à 40°C 

Thermotholérants 0 à 50°C 15 à 40°C 

Psychrophiles 0 à 20°C  0 à 17°C  

 

        2.4.4. L’oxygène : La quantité d’oxygènes mise à la disposition des moisissures est un 

facteur important de développement. La plupart sont aérobies, les plus exigeants vivent dans les 

régions périphrastiques des substrats, les moins exigeants peuvent se développer en  profondeur 

Certaines peuvent supporter une anaérobiose très stricte comme Fusaruim oxysporum et 

Aspergillus fumigatus (Botton et al., 1999). 

    2.5. Caractères Nutritionnels  

Les moisissures comme tous les êtres vivants se nourrissent. Ils ont donc besoin d’une source de 

carbone, d’énergie, d’azote et d’oligo-éléments.  

       2.5.1. Les besoins en carbone  

Les moisissures sont des organismes qui utilisent des matériels organiques comme sources de 

carbone. Le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le maltose, le saccharose, l’amidon et 

la cellulose représentent les sucres les plus utilisés par les moisissures comme source de carbone 

et d’énergie. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le glucose et le saccharose avec 

quelques polysaccharides comme l’amidon et le cellulose (Boiron, 1996 ; Nicklin et al., 2000). 

D’autres composés organiques tels que les pesticides, les hydrocarbures, la lignine, la pectine et 

les lipides sont également dégradés par les moisissures à côté d’autres substrats organiques bon 

marché comme les déchets issus de l’industrie agroalimentaire (lactosérum, mélasses de canne ou 

de betterave, amidon de maïs, déchets d’agrumes, etc.) (Nishio et Nagai, 1981 ; Joyeau, 1982).  
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          2.5.2. Les besoins en azote  

Les moisissures incorporent l’azote par hétérotrophies. Ils ne peuvent assimiler l’azote gazeux 

mais peuvent utiliser le nitrate, l’ammonium, l’urée et certains acides aminés par absorption 

directe à travers la membrane. Des sources complexes d’azote, comme les peptides et les 

protéines, ne sont utilisables par les hyphes qu’après leur dégradation par des protéases en acides 

aminés (Nicklin et al., 2000).  

          2.5.3. Les minéraux et les facteurs de croissance  

Le cuivre, le magnésium, le sodium, le zinc et le molybdène constituent les micronutriments, et 

sont disponibles en grande quantité dans l’environnement des moisissures (Nicklin et al., 

2000).ils sont nécessaires à la plupart des espèces fongiques pour la production de cytochromes, 

des pigments, d’acides organiques etc(Boiron, 1996). 

Certaines moisissures ont besoin de facteurs de croissance pour leur nutrition et leur croissance 

(Leclerc et al., 1995) ), tels que les vitamines ; en particulier la thiamine et la biotine. les stérols, 

les acides gras, les purines et les pyrimidines (Nicklin et al., 2000).  

       2.6. Classification 

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

diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée sur des caractères 

morphologiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction (Davet, 1996). Les 

Eumycètes (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  

 2.6.1. Zygomycètes  

Ces moisissures possèdent un thalle mycélien non cloisonné et des organes de reproduction 

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

comprennent un grand nombre de moisissures saprophytes mais aussi quelques espèces parasites 

des champignons, des animaux et des hommes (mucormycoses) et surtout des contaminants de 
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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). 

           2.6.2. 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 moisissures et des végétaux (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). 

           2.6.3. Basidiomycètes 

Les basidiomycètes 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). Les basidiomycètes 

sont couramment appelés « champignons à chapeau  

           2.6.4. 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. 

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

produits alimentaires : Trichoderma, Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum, cette classe 

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

     2.7. Intérêts industriels des moisissures       

Actuellement, les moisissures jouent un rôle primordial dans divers domaines d’applications dans 

l’industrie. Cependant cette dernière n’exploite commercialement qu’un petit nombre de 

métabolites de quelques espèces seulement (Boiron, 1996).  
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          2.7.1. Intérêt alimentaire       

 Les champignons filamenteux sont des producteurs importants d’acides organiques tels que 

l’acide gluconique, l’acide malique, l’acide acétique et l’acide citrique (Leveau et Bouix, 1993 ; 

Boiron, 1996). Ce dernier est notamment produit par Aspergillus niger, où 60% de sa production 

est destinée au secteur alimentaire (Botton et al., 1999).  

La production de biomasse peut être une source importante pour l’alimentation animale et même 

humaine, en servant de complémentation des produits céréaliers. Quelques espèces fongiques ont 

un grand usage, c’est le cas d’Aspergillus niger, de Fusarium graminearum et de Trichoderma 

harzianum (Botton et al., 1999; Larpent- Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Delgado-Jarana et al., 

2002).       

Par ailleurs, Aspergillus niger produit la cellulase, l’amylase, l’invertase et la pectinase, 

employées principalement comme des catalyseurs biologiques en glucoserie, brasserie et pour la 

fabrication des boissons. Cette moisissure secrète aussi des protéases, des lipases et des estérases 

utilisées dans différentes applications alimentaires (Kosikowski, 1988 ; Scriban, 1999).  

        2.7.2. Intérêt chimique   

Il s’agit essentiellement de l’utilisation des protéases alcalines d’Aspergillus oryzae et de 

Stachybotrys chartarum dans les détergents (Miller, 2002). 

La production de cellulase par Aspergillus niger et Trichoderma harzianum présente une 

diversité d’applications industrielles, où 48% de sa production par ces deux espèces fongiques et 

le genre Penicillium est utilisée pour l’industrialisation des papiers et les textiles (DelgadoJarana 

et al., 2002). Certains genres fongiques tels que Aspergillus, Mucor et Penicillium sont capables 

de produire des lipides en quantités importantes et constituent une source potentielle d’utilisation 

chimique (Botton et al., 1999).       

Cependant, certaines moisissures possèdent d’intéressantes propriétés ; Aspergillus ochraceus, 

Penicillium funiculosum et Rhizopus arrhizus sont capables d’absorber de l’uranium du minerai.  
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En biotransformation les moisissures ont une zone étroite d’application. Un exemple remarquable 

est l’hydrolyse enzymatique de la pénicilline V par Penicillium chrysogenum et Fusarium 

entraînant la formation d’acide amino-6-pénicillanique qui est un intermédiaire important de la 

production de pénicillines semi synthétiques telles que l’ampicilline et l’amoxicilline (Durand et 

Monson, 1988).  

                 2.7.3. Intérêt pharmaceutique et médical   

Les champignons filamenteux sont des grands producteurs d’antibiotiques tel que la pénicilline 

produite par le genre Penicillium et la céphalosporine produite par Cephalosporium (Larpend- 

Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Botton et al., 1999). La production industrielle en vitamines se 

limite à une partie de la synthèse de la riboflavine produite spécialement par Eemothecium 

ashbyii cultivé en milieu agité et supplémenté en lipides. La vitamine A pourrait faire l’objet 

d’une production microbiologique par les champignons notamment les espèces de l’ordre des 

Mucorales (Botton et al., 1999). 

Les premiers produits d’origine fongique en médecine sont les alcaloïdes de l’ergot de seigle 

(ergotamine), utilisés en gynécologie et pour diverses autres indications (Boiron, 1996 ; Botton et 

al., 1999). La découverte de la cyclosporine, puissant agent immunodépresseur, puis la mise en 

évidence de corrélation entre l’activité de certaines enzymes et diverses pathologies ont permis de 

donner un grand essor aux sciences médicales et pharmaceutiques (Botton et al.,1999 ; Richard, 

2005). 

       2.8. Moisissures halophiles  

Le mot halophile est composé de deux parties "hals" qui veut dire le sel et "phil" qui veut dire 

aime de ce fait les moisissures halophiles sont définit comme des microorganismes qui vit et se 

multiplier seulement dans un milieu à forte concentration de sel (Edgerton et 

Brimblecomz,1981). Elles peuvent être classées selon le degré de leurs besoin en sel (Shiladitya 

et al, 2012 ; Pitt et Hocking, 2009). 

 • Non halophiles : Ne tolèrent pas plus de 0,2 M de NaCl  

 • Halotolérants : Tolèrent de 0,2 à 0,85 M de NaCl (2-5%)  
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• Halophiles modérés : Supportent des concentrations en NaCl allant de 0,85 jusqu'à 3,4 M (5-

20%)   

• Halophiles extrêmes : Croissent dans l'intervalle de 3,4 à 5,1 (20-30%) de NaCl. 

3 .Les enzymes 

    3.1. Généralités sur les enzymes  

Les enzymes sont les catalyseurs du monde biologique. Ce sont des macromolécules de haute 

masse moléculaire (10 à 100 kda) 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 cellulaire (Bergmeyer et al., 1979; 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).  

Elles sont privilégiées en industrie car elles permettent de contourner les inconvénients des 

produits chimiques et améliorent les relations coûts-efficacité des procédés (Sandhya et al., 

2005).  

Selon l’i.U.B, les enzymes sont répertoriées en six classes.  

- Classe 1 : Oxydoréductases.  

- Classe 2 : Transférases.  

- Classe 3 : Hydrolases.  

- Classe 4 : Lyases.  

- Classe 5 : Isomérases.  

- Classe 6 : Ligases.  

    3.2. Origine des enzymes industrielles   

Les enzymes industrielles proviennent de source végétale, animale ou microbienne. L’extraction 

à partir des plantes et des animaux est cependant limitée par des paramètres difficiles à contrôler. 
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En effet, les principaux avantages des enzymes de production par apport aux enzymes 

d’extraction sont une production indépendante des contraintes saisonnières et géographiques, une 

possibilité d’utilisation de matières premières bon marché, des rendement de production pouvant 

être augmenter de façon importante par l’amélioration des souches microbiennes et l’optimisation 

des conditions de production (Scriban, 1993).  

       3.3. La Cellulase 

Selon Jean Pelmont (1995), les cellulases constituent des systèmes enzymatiques capables 

d’hydrolyser les macromolécules de cellulose en molécules de sucres suffisamment petites pour 

passer à travers les membranes cellulaires. 

          3.3.1. Les différentes origines de la cellulase 

Les cellulases sont largement répandues dans la nature (Xu et al., 2000). Elles sont recensées 

chez des organismes très divers : animaux, végétaux, bactéries et champignons (Odier et 

Rouau1985). Le (tableau 3) représente des exemples des cellulases d’origine microbien. 
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Tableau 3 : Exemples des microorganismes producteur de la cellulase (Béguin et Aubert, 1992). 

Microorganismes Espèces 

Moisissures 

 

Neocallimastix frontalis, Sphaeromonas communis, Piromonas commmunis, 

Chytridomycètes, Trichoderma viridae, T. reesei, T. koningii, Aspergillus 

aculeatus A.nidulans, A. oryzae, A niger, A. terreus, Fusarium solani, 

Sporotrichumpulver lentum, Chaetomium cellulolyticum, Humicolain solens 

Levures 

 

 

 

Candida molischiana, C. pulcherrima, C. stellata, C. wickerhamii, Cryptococcus 

flavus, Kloeckera apiculata, Kluyveromyces lactis, Rhodotorulaglu, 

Saccharomyces fibuligeratinis, Trichosporon cutanum 

Bactéries Aérobies : Sporocytophaga, Myxococcoides, Baccillussubtilis, Cellulomonas et 

Pseudomonas 

Anaérobies strictes : Clostridium thermocellum, C. stercorarium, 

Ruminococcus albus, R. flavefasciens, Bactéroi des succinogenes 

Anaérobies facultatives : Erwinia chrysantharum 

Anaérobies strictes : Clostridium thermocellum, C. stercorarium, 

Ruminococcus albus, R. flavefasciens et Bactéroi des succinogenes 

Actinomycètes Thermomonospora fusca, Cellulomonas fimi, C.bioazotea, C.uda, Streptomyces 

drozdowiczii, S.lividans 

    3.3.2. Utilisation industrielle de la cellulase 

Les cellulases étaient commercialement valables pour plus de 30ans, et présentaient une cible 

pour les recherches académiques comme celles industrielles (Singh.A, 1999 et al., 2007). Son 

utilisation permet potentiellement la production de glucose, élément de base, qui une fois 

fermentée permet d’accéder à d’autres substances clés à savoir alcools, acétones et acides 

organiques notamment des gras volatiles d’où l’importance, écologique et industrielle, 

considérable des cellulases (Receveur et al., 2002) ce qui revoie à différentes applications 

industrielles ( Tableau 4). 
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Tableau 4 : Les Applications industrielles de la cellulase. 

 

Industries Applications 

Alimentaires 

 

Les cellulases sont utilisées pour faciliter la filtration de diverses suspensions, 

riches en fibres cellulosiques (Scriban, 1993). Des traitements de différents 

produits pour améliorer leurs qualités, où les cellulases sont utilisées sous forme de 

mélange d’enzymes. 

 

 

des textiles et 

des détergents 

 

Elles sont utilisées au cours de la finition, pour donner l’aspect aux vêtements en 

jean après lavage et améliorer l’apparence des tissus par élimination des tâches 

(Gusakov et al., 2007). Elles sont utilisées aussi dans les lessives afin d’améliorer 

l’apparence et la brillance des couleurs (Maurer, 1997 ; Cavako-Paulo, 1998). 

Papeterie 

 

Dans la fabrication des pâtes à papier, l’addition de cellulases, aux suspensions de 

pâtes en cours de lavage et surtout aux suspensions de pâtes de papier de recyclage, 

améliore significativement leur filtrabilité et conduit à des économies importantes 

de consommation d‘eau (Scriban, 1993). 

Nutrition 

animale 

 

utilisées comme additifs dans l’alimentation animale car l’addition des cellulases, 

aux aliments pour porcins, améliore leur digestibilité, ce qui réduit l’excrétion de 

cellulose non digérée (et donc diminue la charge polluante des excrétas) (Scriban, 

1993 ; Gusakov et al., 2000) 

 

 

Thérapeutique 

 

L’utilisation quasi confidentielle de certaines cellulases dans des formules 

médicamenteuses à vocation d’aide digestive (Odier et Rouau, 1985 ; Scriban, 

1993). 

 3.4. La protéase  

Les protéases sont un groupe d’enzymes très complexe .Elles appartiennent à la classe des 

hydrolases (EC 3.4.21-24.x), formées d’une ou plusieurs chaines polypeptidiques (Kumar et al., 

2008). Ces enzymes catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute molécule protéique. 

Elles scindent les protéines en fragments polypeptidiques qui seront par la suite transformés sous 

l’influence des peptidases en leurs sous-unités constitutives, les acides aminés, offrant une 

multitude de structures (Frazier, 1967;Scriban, 1999). La formation des enzymes protéolytiques 
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est parfois réprimée par l’adjonction au milieu d’un hydrolysat de protéines ou d’un mélange 

d’acides aminés. 

          3.4.1. Protéases d’origine microbienne  

Les protéases peuvent être produites par les moisissures, les levures et les bactéries (Tableau 5) 

Tableau 5 : Exemples des protéases microbiennes (Belmessikh et al., 2011). 

Sources Espèces Références 

Moisissures 

 

Aspergillus oryzae 

Mucor circinelloides Conidiobolus 

coronatus Penicillium sp. 

Aspergillus terreus 

Bauveria felina 

Aspergillus clavatus ES1 

García-Gómez et al., 2009 Sathya et al., 

2009 Laxman et al., 2005 Germano et 

al., 2003 Wu et al., 2006 Agrawal et al., 

2005 Hajji et al., 2007 

 

Levures Aureobasidium pullulans Candida 

lypolytica 

 

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

Bactéries Bacillus licheniformis Bacillus 

amyloliquefaciens Bacillus subtilis 

Bacillus sp. Virgibacillus sp. SK33 

Synergistes sp 

Ferrero et al., 1996 George et al., 1995 

Soares et al., 2005 Patel et al., 2005 

Sinsuwan et al., 2008 Kumar et al., 

2008) 

Actinomycètes Streptomyces sp. 

Nocardiopsis alkaliphila sp 

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

 

           3.4.1. Applications industrielles des protéases 

Les principales industries utilisatrices de protéases sont les détergents pour lessives, la tannerie, 

la biosynthèse industrielle, la laiterie, la panification, la brasserie et l’application médicale et 

pharmaceutique (Tableau 6) (Durand et Monson, 1982 ; Siezen , 1988 ; Rao et al., 1998). 
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Tableau 6 : Quelques protéases fongiques et leurs applications industrielles. 

Genre Espèce  Type d’enzyme  Applications industrielles  Références  

Aspergillus niger  

oryzae  

melleus  

 

candidus  

flavus  

saitoi  

parasiticus  

sojae 

p.ac  

p.ac, p.n et p.al  

p.al  

 

//  

//  

p.ac  

p.al  

p.al 

aide digestive, préparation 

des souces de soja et 

panification attendrissage 

des viandes, aide digestive, 

détergents, brasserie 

détergents pour lessives  

//  

clinique  

Affinage des fromages 

détergents pour lessives 

préparation des souces de 

soja 

Jernejc et Cimerman(2001). 

Rugsaseel et al., (1995). 

Davidson et al., (1975). 

Haussnert et al., (1996). 

Dahot (1987) Jernejc et 

Cimerman (2001)  

// 

Dahot, 1987 

Botton et al., (1990) 

Endothia  parasitica  p.ac  Coagulation du lait et 

l’affinage des fromages  

Durand et Monson (1982)  

Fusarium  culmorum  p.ac 

 p.al  

Médicale (phytopathologie) 

Hydrolyse des protéines 

céréales  

Urbanek et Yirdaw (1984) 

Pekkarinen et al., (2002)  

Geotrichum  candidum  p.n  Affinage des fromages  Boiron (1996)  

Mucor  bacilliformis 

miehei 

pusillus  

p.ac  Coagulation du lait  Fernandez-Lahore et al., 

(1998) 

 Durand et Monson (1982)  

Penicillium  camenberti 

expansum 

requeforti 

tanthinellum  

p.ac, p.n et p.al 

p.ac p.ac, p.n et 

p.al  

p.ac  

Industrie laitière (affinage 

des fromages et la 

coagulation du lait)  

 

Auberger et al., (1985) 

Dahot(1987); Dai et al., 

(2004).Modler et al., 

(1974).Sodek et Hofmann 

(1970) 

             3.5. L’amylase  

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

amylase et d’une β-amylase (Thoma et al., 1971). Il est bien établi que les α-amylases sont 

synthétisées par les plantes, les animaux et les micro-organismes, tandis que, les β-amylases 
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sont principalement synthétisées par les plantes (Pazur, 1965 ; Thoma et al., 1971). Plusieurs 

autres enzymes sont induites en présence de l'amidon, mais ce sont les α-amylases qui 

dégradent l'amidon en glucose et/ou oligosaccharides, alors que les β- amylases obtiennent du 

maltose (Thoma et al., 1971). 

               3.5.1. L’ α-amylases d’origine microbienne 

Les principaux microorganismes producteurs de l’α-amylases sont consignés dans le tableau 7 

Tableau 7 : Les principaux microorganismes producteurs de l’α-amylases. 

            3.5.2. L’α amylase et industrie 

L’α amylase microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisés dans les procèdes industriels 

autres qu’alimentaires (industrie pharmaceutique, textile, papeterie et détergents), en raison de 

leur productivité et thermostabilité (Burhan et al., 2003)(Tableau 8). 

Microorganismes Espèces Références 

 

Moisissures 

Penicillium fellutanam 

Penicillium chrysogenum  

Kathiresan et Mannivanan (2006); Ertan et 

Balkan (2007). 

Rhizopus oryzae 

Aspergillus niger 

Akbache et Bariout (2007); Mama (2009); 

Açouréne et Ammouche (2011). 

Alternaria Alternata  Lateef et al., (2004). 

 

Levures 

Candida guilliermondii Akbache et Bariout (2007); Mama (2009); 

Açouréne et Ammouche (2011). 

Candida tropicalis 

Saccharomyces cerevisae 

Tamura (1993). 

 

 

Bactérie 

Bacillus licheniformis 

Bacillus subtilis 

Lanugilnosus thermomyces 

Lactobacillus casie 

Bacillus amyloliquefaciens 

Lies et al., (2000). 
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Tableau 8 : Applications industrielles de L’α amylase 

 

 

Industries Applications Référence 

Glucoserie Solubilisation de l’amidon, accompagnée d’une chute importante de 
la viscosité (liquéfaction). 

 

Sucrerie Réduction de la viscosité des sirops de cannes à sucre en 

hydrolysant les contaminants amylacés pour réussir le processus 

de cristallisation  

 

Biscuiterie et 

panification 

Amélioration des propriétés rhéologiques et fermentaires de la 

pâte, ainsi que le volume de la mie et la coloration de la croute. 

 

Sicard, (1983) 

Industrie textile Le désencollage textile, qui permet d’éliminer la colle d’amidon 

qui enduit les fibres et les protège au cours du tissage. 

 

Papeterie Liquéfaction de l’amidon pour préparer des sauces de couchage, 

permettant d’éliminer les irrégularités superficielles de la 

feuille. 

 

Détergents Dégradation des taches à base d’amidon. Les oligosaccharides 

et les dextrines libérés de l’action hydrolytique sont solubles, 

par conséquent, la tache est physiquement découpée. 

Igarashi et al., 

(1998) 

Nielsen et 

Borchet, 

(2000). 

Industrie 

pharmaceutique 

-Agent anti-inflammatoire. 

-Un aide digestif (contre les dyspepsies et les fermentations 

intestinales). 

Nielsen et 

Borchet, 

(2000). 
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Notre partie pratique de ce travail a été réalisée pendant la fin du mois de janvier jusqu’au la 

fin du mois de Mai au niveau au laboratoire de Microbiologie (RDC), au sein de la Faculté 

des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Frères Mentouri Constantine 1. 

1. Echantillonnage  

Les échantillons du sol utilisés pour cet objectif sont prélevés à partir de deux sites du 

SEBKHA d’EL MGHYAIR. Le choix de ces endroits repose sur deux critères principaux à 

savoir ; la température élevée et degré de salinité du sol.  En effet, la localité d’El M’GHIERE 

(Figure 4) se trouve à 140 Km au sud de la willaya de Biskra situé dans le sud Algérien.  

 

Figure 4 : Carte d’Algérie montrant la région d’échantillonnage (Biskra). 
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Pour ce faire, 200 à 300 grammes de sol ont été prélevés au niveau : 

 - Du sol avoisinant le lac à une profondeur de 20 centimètres (Figure 6). 

- Du sol des palmeraies distantes de 30 mètres du lac principal et à une profondeur de 50 

centimètres (Figure 5). 

 

Figure 5: Sites d’échantillonnage ; 1 : Sol de lac, 2 : Sol de palmeraie. 

Les échantillons sont déposés sur une feuille d’aluminium stérile soigneusement enveloppée 

dans des sacs en papier et stockés à 4°C pour être transportés au laboratoire et analysés dans 

les 24 heures (Figure 6).  

 

Figure 6: Le dépôt  de l’échantillon sur la feuille d’aluminium stérile. 
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1.2.Détermination du pH des échantillons   

La mesure du pH est réalisée dès l’arrivée au laboratoire. La technique consiste à mesurer le 

pH des suspensions (Pochon et Tradieux, 1962). 

2. Isolement des moisissures 

L’isolement des mycètes a été réalisé selon la technique des suspension- dilutions et étalement 

sur milieux gélosés, préconisés par (Davet et Rouxel, 1997). 

2.1. Préparation des suspensions- dilutions 

La préparation  des dilutions consiste, tout d’abord, à préparer la solution mère du sol en 

ajoutant un gramme de sol dans 9 ml d’eau physiologique stérile (dilution 10
-1

) et 

homogénéisé pendant 10 minutes à l’aide d’un vortex. Cette dilution représente la solution 

mère à partir de laquelle d’autres dilutions sont préparées jusqu’à 10
-5

(Davet et Rouxel, 

1997). 

          2.2. Ensemencement 

Chaque dilution fera guise d’un échantillon et sera étalée en masse et en surface des milieux 

gélosés (PDA (Annexes 1), Czapek Dox (Annexes 1) et Czapek Dox à concentrations de 

NaCl : 5%) avec l’addition d’un antibiotique la gentamicine (50ppm) afin d'inhiber la 

croissance des bactéries (Botton et al., 1990). Les boites de pétri sont incubées à 30°C et 

observées quotidiennement durant 4 semaines.  

3. Purification 

Après incubation, une mycoflore variée s’est développée. La pureté des souches est vérifiée 

par repiquage successif sur les différents milieux utilisés pour l’isolement. 

Le repiquage consiste à prélever avec une anse de platine stérile un fragment mycélien à la 

marge du thalle, et de le transférer au centre de la boite des milieux PDA ,Czapeck-Dox et 

Czapeck-Dox  5% NaCl.  

Après cette opération, les boites de Pétri sont entourées du papier parafilm et sont mises à 

incuber à une température de 30°C. 
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4. Conservation des souches fongiques isolées                                                                                                

La méthode de conservation des souches la plus communément utilisée, consiste à mettre des 

disques de culture jeunes de chaque moisissure (après 7 jours d’incubation à 30°C) dans un 

tube d’eau distillée stérile à 20% du glycérol. Par la suite, elles sont stockées dans le 

congélateur pour favoriser leur viabilité et limiter les possibilités de variations. 

5. Identification des moisissures 

L’identification des mycètes fait essentiellement appel aux caractères culturaux et à la 

morphologie, rarement à des propriétés biochimiques. Elle nécessite souvent l’utilisation des 

milieux favorisant la croissance ou la reproduction et permettant ainsi une expression correcte 

des caractères à étudier (Botton et al., 1990).  

     5.1. Identification macroscopique 

L’étude macroscopique des isolats fongiques a été effectuée sur milieu PDA, préalablement 

incubés à 30° C pendant 7 jours. L’examen est effectué à l’œil nu et au loup selon les 

caractères suivant :   

- Texture des colonies : cotonnée, poudreuse, filamenteux, etc.  

 - Forme des colonies : ovoïde, envahissante, ronde, etc.  

- Couleur des colonies : noire, brun, vert, rouge, jaune, etc.  

- Couleur du revers des boites.  

- Vitesse de croissance.  

   5.2. Identification microscopique   

La détermination des moisissures fait appel aux caractères morphologiques des champignons 

qui sont les suivant : 

 - Hyphes cloisonnés ou non.  

- Mycélium diffus, épais, coloré, incolore.  

- Présence de spore.  

La technique que nous avons adoptée est comme suit :  

- Une goutte de lactophénol bleu coton est déposée sur une lame porte-objet propre.  
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- Un bout de mycélium est prélevé à partir d’une colonie et déposé sur la goutte de 

lactophenol bleu coton.   

- Recouvrir le frottis d’une lamelle.  

Par ailleurs, pour les cultures filamenteuses et poudreuses la méthode utilisée est celle du 

scotch (test du drapeau), en appliquant un petit morceau de scotch par la face collante sur la 

colonie à l'aide d'une pince puis déposé sur une lame porte –objet sur laquelle est déposée une 

goutte de lactophénol bleu coton(Chabasse et al.,2002). 

L’observation microscopique est effectuée aux grossissements x40 et à l’immersion (Botton et 

al., 1990). 

6. Mise en évidence d’activités métaboliques 

 6.1. La Sélection des souches amylolytiques 

La recherche de l’activité amylolytique est réalisée avec les souches purifiées. La détection 

est effectuée sur milieu PDA (Annexe1), additionné d’amidon soluble à 1%. Les boites sont 

incubées à 30°C pendant 7 jours. Après incubation, une solution de lugol dilué est vaporisée 

sur la surface de la boite pendant 30 secondes(Annexe2). La solution lugol contenant l’iode 

qui se complexe avec l’amidon et donne un précipité bleu sombre. Les souches à halo clair sur 

le pourtour, sont considérées comme productrices d’amylases. Le diamètre des zones 

d’hydrolyse, est pris en considération pour la sélection de la souche amylolytique la plus 

performante (Tatsinkouetal., 2005 et Benaouida., 2008).    

6.2. La Sélection des souches protéolytiques 

6.2.1. Activité caséinase 

Afin de mettre en évidence leurs activités caséinolytiques, les souches obtenues ont été 

ensemencées sur le milieu sélectif (lait gélosé 20%) (Annexe1) par un repiquage au centre ; 

l’incubation à lieu dans une étuve à 30°C. 

La présence d’une activité protéolytique se traduit par l’apparition d’une zone claire autour de 

la colonie productrice (Anagnostakis et Hankin, 1975 ; Harrigan et McCance, 1976).   
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6.2.2. Activité gélatinase 

Ce test a été réalisé sur le milieu nutritif gélosé contenant 1% de gélatine (Annexe1) selon la 

méthode de  Williams et Cross (1971). Le milieu est coulé dans des boites de Pétri puis 

ensemencé par repiquage au centre de la boite et incubé à 30°C. Une solution de chloride de 

mercure (Annexe 2) permet de mettre en évidence la dégradation de gélatine, qui se traduit 

par la présence d’une auréole claire autour des colonies. 

6.3. La sélection des souches cellulolytiques 

La mise en évidence de l’activité cellulolytique des moisissures isolées est réalisée en milieu 

solide. La technique la plus évidente serait de faire apparaître la capacité des moisissures à 

assimiler la cellulose sur un milieu gélosé à base de cellulose (Annexe1), comme seule source 

carbonée. Le milieu est coulé dans des boites de Pétri puis ensemencé par un repiquage au 

centre de la souche à tester et incubé à 30°C. Après 14 jours, une solution aqueuse de rouge 

Congo à 1%  (Annexe 2) versée sur la culture et laissée 15 mn, permet de mettre en évidence 

la dégradation de la cellulose (Pinky et al., 2012). 

6.4. La sélection des isolats producteurs de substances antibactériennes 

Le test de l’activité des isolats identifiés consiste à rechercher son effet antibactérien sur le 

développement de la bactérie test : E. coli.   

Un écouvillon stérile trempé dans la suspension bactérienne standardisé a servi à ensemencer 

uniformément toute la surface de la boite de milieu Mueller Hinton. 

Après séchage de la surface (environ 5 min), des disques de 5 mm de diamètre d’une colonie 

mycélienne de 6 à 9 jours (suivant le développement) réactivée sur PDA sont déposés sur la 

gélose précédente. 

Après deuxième séchage, les boites de Pétri sont incubées à 37°C pendant 24h. Les diamètres 

des zones d’inhibition sont mesurés au millimètre (Prescot, 1995 ; Madigan et al., 1997).                                                                

    6.5. Test de l’antagonisme  

 L’antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition, un hyper parasitisme, 

une production de sidérophones ou une antibiose (Soufiane, 1998). Le choix d’un milieu de 

culture adéquat est indispensable au bon développement du pathogène et de l’antagoniste. Le 

milieu PDA (Annexe1 ) assure de bonnes conditions de cultures. 
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 L’activité antagoniste a été étudiée selon deux méthodes : 

  Antagonisme en confrontation directe   

 Antagonisme en confrontation indirecte   

6.5.1. Antagonisme en confrontation directe 

 Les confrontations in vitro sont effectuées selon la méthode de Patel et Brown (1969). 

 Dans des boites de Pétri de 90 mm de diamètre, contenant 15 ml de milieu PDA (Annexe 1), 

deux disques gélosées, l’une portant l’agent antagoniste pure1 et l’autre Agent antagoniste 

pure2. Les deux disques sont placés suivant un axe diamétral à 5 cm et à équidistance du 

centre de la boîte. Les repiquages sont effectués, en même temps (Benhamou et Chet, 1996). 

L’incubation est réalisée à 30°C pendant sept jours. Des notations concernant l’inhibition de 

la croissance diamétrale des colonies de l’agent antagoniste 1et leur envahissement par le 

mycélium de l’Agent antagoniste 2 sont effectuées chaque jour jusqu'à le septième jour. 

7. Méthode de fermentation 

La fermentation a été réalisée dans un milieu solide à base de déchets de tomate dans le but de 

doser l’activité protéolytique développée par la souche fongique testée.  

7.1. Substrat de fermentation  

Nous avons utilisé comme substrat de base du milieu de fermentation les déchets de tomates. 

Ces derniers sont à deux origines, une industriel obtenus de la conserverie « La Maison Latina 

» de Chelghoum Laid (wilaya de Mila) et l’autre sont de la maison. Les déchets sont séchés à 

l’air libre (25 – 30°C) pendant 3 - 4 jours.  

7.2. Préparation du milieu de culture  

Pour la réalisation des fermentations, cinq (05) grammes de déchets de tomates sont introduits 

dans un erlenmeyer de 250 ml, puis 10 ml d’agent humidifiant  sont additionnés à ce substrat. 

Cette opération a été effectuée à raison de deux (02) erlenmeyers par concentration de NaCl 

(1g, 2g, 5g, et 10g), et pour les trois températures d’incubation (30°C, 37°C et 53°C).  

L’ensemble de tous les erlenmeyers contenant les milieux de culture préparés a été bouché par 

du coton cardé et couvert par le papier aluminium. Ces erlenmeyers sont stérilisés dans 

l’autoclave à 121°C pendant 20 min.  
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7.3. Conduite de la fermentation  

Après refroidissement des erlenmeyers, les milieux de culture sont inoculés par cinq disques 

de la culture de la souche étudiée, le contenu de chaque erlenmeyer doit être bien mélangé à 

l’aide d’une tige en verre stérile. L’ensemble des erlenmeyers est par la suite incubés dans 

l'étuve pendant  une semaine pour les trois (03) températures étudiées : 30°C, 37°C et 53°C. 

Après incubation, 50 ml de l'eau distillée sont ajoutés à chaque erlenmeyer. Le mélange est 

laissé s’homogénéiser dans un incubateur agitateur pendant 1 h à 180 rpm. Ensuite, le 

mélange est alors filtré à travers un tissu, le filtrat est lui-même clarifié par une autre filtration 

sur papier filtre (Whatman n°1). Le filtrat clair obtenu constitue l’extrait enzymatique brut ; il 

est conservé au congélateur pour les dosages ultérieurs.  

A la fin de la fermentation, les paramètres du pH et activité protéolytique ont été estimés. 

8. Dosage de l'activité protéolytique    

 L’activité de la protéase alcaline dans l’extrait enzymatique brut a été dosée par la méthode 

décrite par Lenoir et Auberger (1977) et modifiée par Mechakra et al. (1999).  

8.1. Principe  

Les protéases catalysent l’hydrolyse des protéines en libérant des peptides simples et des 

acides aminés libres qui se trouvent dans la phase soluble. Les molécules non hydrolysées 

sont précipitées par le TCA, ce qui permet de récupérer les fragments solubles dans le filtrat. 

La tyrosine est un acide aminé présent dans toutes les protéines, sa présence dans le filtrat est 

traduite en activité protéasique par un dosage colorimétrique à l’aide du réactif de Folin- 

Ciocalteu. Celui-ci réagit avec la tyrosine et le tryptophane pour donner par réduction un 

complexe bleu.  

8.2. Réaction enzymatique  

Le mélange réactionnel a été préparé par addition de :  

 1 ml d’extrait enzymatique décongelé juste avant le dosage  

 1.5 ml de tampon Tris-HCl (0.2M / 0.1 M), pH=8    

 2.5 ml de substrat (solution de caséine 2.5% dans le citrate de sodium à 0.02 M 

Après agitation, ce mélange a été incubé dans un bain marie à 40°C pendant une demie heure, 

puis la réaction est arrêtée par addition de 5 ml de TCA froid (4%). Par la suite, il a été laissé 
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reposer 30 min dans un bain de glace (Beynon et Oliver, 2004 ; Wu et al., 2006 ; Devi et al., 

2008) ; ce qui entraîne la précipitation des macromolécules, y compris l’enzyme et la caséine 

non hydrolysées (Sandhya et al., 2005). Le mélange subit ensuite une filtration sur papier 

Whatman n°1.  

Par ailleurs, les témoins ont été parallèlement préparés dans les mêmes conditions en 

dénaturant l’enzyme ; c'est-à-dire en ajoutant le TCA avant le substrat.  

8.3. Protocole de dosage  

Les composés azotés non protéiques solubles dans le filtrat sont dosés par la méthode d’Anson 

(1938). A cet effet, 0.5 ml du filtrat ont été mélangés avec 2.5 ml de Na2CO3 à 2% dans le 

NaOH (0.1N). Après agitation et incubation 10 min à température ambiante, 0.25 ml de 

réactif de Folin-Ciocalteu dilué au 1/4ème ont été ajoutés. Les mélanges ont été bien agités et 

laissés reposer à 30°C et à l’obscurité pendant au moins 30 min (Paranthaman et al., 2009).  

L’absorbance de la coloration bleue développée a été lue à 750 nm dans un spectrophotomètre 

(SHIMADZU UV-1280). Chaque dosage a été effectué en deux (02) répétitions.  
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1. Echantillonnage 

Les caractéristiques des échantillons prélevés de la région de Biskra sont consignées dans le 

tableau (9) : 

Tableau 9 : Caractéristiques des échantillons. 

Echantillon Date 
Site de 

prélèvement 
Description pH 

 

 

 

1 

 

  

 

 

 

16/02/2019 

Sol du lac 

principal 

(profondeur 20 

Cm) 

Zone très 

exposée, 

ensoleillée, 

aspect boueux, 

couleur marron 

foncée 

(25°Bowie) 

 

 

6.70 

 

 

 

 

2 

 

 

 

16/02/2019 

Sol des 

palmeraies 

(profondeur 50 

Cm) 

Zone peu 

exposée, 

ombrée, 

présence de 

végétation, taux 

de salinité 

élevée 

(25°Bowie) 

 

 

 

7.60 

 

 

Les échantillons prélevés ont un pH neutre qui varie de 6.70 à 7.60 compatible avec celui des 

milieux naturels salés. Par ailleurs, il est intéressant de noter que, l’ensemble des échantillons 

examinés appartiennent à un écosystème extrêmes (végétation très réduite, salinité très élevée de 

plus de 25° Bowie, température élevée pouvant atteindre 49.5°C, pluviométrie : 120 à 150 mm/an 

correspondant à 15 jours de pluie par an). 
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2. Résultats d’isolement 

Sur les deux échantillons prélevés, nous avons isolé  26 souches fongiques(A , A1 , A2 , A3 ,  B1, 

B2 , B3 , C1 , C2 , D1 ,D2 ,D3 , E1, E2, E3, E4 , F , G1, G2, G3 , H1 ,H2 , I1 ,I2, I3 , K) réparties en 

fonction des sites d’échantillonnage et des milieux d’isolement (PDA, Czapeck Dox et Czapeck 

Dox NaCl 5%) (Tableau 10). 

Tableau 10 : Le nombre des souches fongiques poussées sur les trois milieux de culture. 

Origine Milieu 
Technique 

d’ensemencement 
Dilution 

Nombre de 

colonies 

Site 01 

 En masse
 10

-1 
1 ( A ) 

PDA En surface 10
-3 

3 ( A1 , A2 , A3 ) 

  10
-5 

3( B1, B2,B3 ) 

Czapeck Dox En masse 10
-4 

2( C1 , C2 ) 

 En surface 10
-2 

3 ( D1 ,D2 ,D3 ) 

  En masse 10
-1 

4 (E1,E2, E3, E4 ) 

Site 02   10
-5 

1(F) 

  En surface 10
-1 

3( G1, G2, G3) 

   10
-3 

2( H1 ,H2 ) 

 

Site 01 

 

Czapeck Dox 

NaCl 5% 

En surface 10
-1 

3( I1 ,I2 , I3 ) 

  En masse 10
-1 

1(K) 
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Nous observons une densité de souches fongiques dans le sol des palmeraies. A l’inverse, l’autre 

échantillon représenté par le sol du lac renferme beaucoup moins de souches fongiques (tableau 

10). 

Ce résultat s’explique probablement par la richesse du sol de palmeraies (Site 01) en matière 

organique (Gunde-Cimerman et al., 2005), apportée par les fruits et les feuilles, forme végétative 

du palmier dattier et d’autres plantes, ainsi que par le caractère halophile des souches isolées. De 

l’autre côté, la densité de souche fongique diminue dans le sol de lac (Site 02). Ce résultat 

s’explique probablement par le taux relativement élevé de la matière organique décrit par Gunde-

Cimerman et al. (2005) qui ont mentionné que le nombre de moisissures halophiles du sol est 

proportionnel à sa quantité en matière organique. 

Le tableau 10 montre une différence du nombre des souches obtenues en fonction de la méthode 

d’ensemencement (en masse ou en surface), notez que le nombre des souches obtenues par la 

méthode d’ensemencent en surface est plus élevé que celui par la méthode en masse.  

3. Résultats de l’identification 

L’identification des isolats fongiques sélectionnés étant basée essentiellement sur les clés de 

détermination décrites par la littérature (Botton et al., 1990 ; Guiraud, 1998) en se basant sur les 

caractères macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) et sur les caractères 

microscopiques du mycélium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium, forme des 

spores, forme des organes de fructification, etc.). 

a. Identification macroscopique 

Les caractères macroscopiques des différents isolats fongiques obtenus ont été étudiés après 

culture sur le milieu PDA, le plus communément utilisé à cet effet (Botton et al., 1990). Le 

Tableau 11 résume l’aspect du mycélium des isolats obtenus, On y retrouve la forme, la couleur, 

le contour, la texture des colonies ainsi que la couleur du revers de ces dernières. 
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   Tableau 11 : Etude macroscopique des isolats fongiques cultivés sur milieu PDA. 

Code de la 

souche 

Origine 

de la 

souche 

Description  

Aspect macroscopique 

Face Revers 

 

 

A 

Altarnaria 

 

 

Site 01 

Croissance : rapide 

Forme : ronde 

Couleur : brune virant au 

noire 

Texture : duveteuse 

Revers : noire, contour blanc 

  

 

 

A1, A2, A3 

Trichoderma 

 

 

Site01 

Croissance : très rapide 

Forme : envahissante 

Couleur : vert foncé 

Texture : granuleuse 

Revers : jaune vert 

  

 

C1,C2,D1,D2,

D3,E1, 

E2,E3,E4, F, 

H1,H2 

Aspergillus 

 

 

Site 01 et 

Site 02 

Croissance : rapide 

Forme : irrégulière 

Couleur : blanchâtre, centre 

jaune 

Texture : cotonneuse 

Revers : jaune 
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B1 

 

Penicillium 

 

 

Site 01 

Croissance : rapide 

Forme : envahissante 

Couleur : vert foncé 

Texture : poudreuse 

Revers : vert 

  

 

 

B2,B3 

Aspergillus 

 

 

Site 01 

Croissance : lente 

Forme : ovoïde 

Couleur : blanchâtre 

Texture :   veloutée 

Revers : beige 
  

 

 

K 

Aspergillus 

 

 

Site 01 

Croissance : rapide 

Forme : envahissante 

Couleur : marron clair, 

contour blanc 

 Revers : beige, centre marron 

Texture : laineuse 
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b. Identification microscopique 

L’étude microscopique porte sur l’observation des structures morphologiques caractéristiques des 

souches fongiques isolées (mycélium, conidiophore, conidiospores, etc.). Sur la base de cette 

identification microscopique, 04 genres de moisissures ont été mises en évidence sur le tableau 

12. 

Une souche (A) présente les caractères suivants : 

 Conidiophores cloisonné longitudinalement et transversalement, brune  

 Conidies bourgeonnées, en chaînes acropétales, brune, pluricellulaire, d’aspect piriforme 

ou ovoïde, cloisonnées longitudinalement et transversalement. 

 Ces souches appartiennent probablement au genre Alternaria. 

Douze  souches (B2, B3,C1, C2, D1, D2, D3, E1,E,E3,E4,  F,H1,H2,K) caractérisées par :  

 mycélium cloisonné. 

 Des condiophores nombreux. 

 Des vésicules formées à l'extrémité de conidiophore. 

 Des phialides formés directement sur la vésicule. 

 Des cellules à paroi épaisse. 

Ces souches semblent appartenir au genre Aspergillus. 

 

I 1, I2 ,I3 

Trichoderma 

Site 01 Croissance : très rapide 

Forme : envahissante 

Couleur : vert 

Texture : poudreuse 

Revers : beige virant au jaune 
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Deux souches (A1, A2, A3, I 1, I2, I3) caractérisées par : 

 Conidiophores en touffes compactes, très ramifiés, irrégulièrement verticillés avec des 

ramifications à angle droit 

 Phialides ovoïdes à ellipsoïdales, atténuées au sommet 

 Conidies réunies en glomérules au sommet des phialides. 

Ces critères rejoignent ceux du genre Trichoderma. 

1souche (B1) caractérisée par : 

 Des conidiophores isolés. 

 Des pénicilles constitués de phialides branchés directement à l’extrémité duconidiophore. 

 Des Conidies de forme ovoïde. 

Ces souches appartiennent probablement au genre Penicillium. 
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Tableau 12 : Caractères microscopiques des souches sélectionnées 

 

 

Code de la souche 

Origine 

de la 

souche 

 

Description 

 

 

Aspect microscopique 

obtenu de (nos 

résultats) 

Photos 

microscopiques 

référence 

(Malloch, 1997 ; 

Chabasse et al., 

2002). 

 

A 

Alternaria sp. 

 

 

Site 01 

-Hyphes septés 

Conidiophores cloisonnés 

longitudinalement et 

transversalement, bruns, 

simple 

-conidies brunes, 

pluricellulaire, d’aspect 

piriforme ou ovoïde 

  

 

 

A1,  A2, A3 

 

Trichoderma sp. 1 

 

 

Site01 

- Hyphes septés à 

croissance rapide. 

-Conidiophores en touffes 

compactes, très ramifiés, 

irrégulièrement verticillés 

avec des ramifications à 

angle droit. 

-Phialides ovoïdes à 

ellipsoïdales, atténuées au 

sommet. 

-Conidies réunies en 

glomérules au sommet des 

phialides. 
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C1,C2,D1,D2,D3,E1, 

E2,E3,E4, F,H1,H2 

Aspergillus niger 

 

 

Site 01 

et 

Site 02 

-Hyphes septés. 

-Têtes   conidiennes 

bisériées, radiées. 

- Conidiophores lisses, 

hyalins. 

-Vésicules globuleuses. 

-Métules brunâtres, 

variables. 

-Conidies globuleuses, 

échinulées. 

 

 

 

 

 

 

B1 

Penicillium sp. 

 

 

Site 01 

-Hyphes septés. 

-Conidiophores isolés, 

simples ou ramifiés, 

terminés par un pénicille. 

-Pénicilles constitués de 

phialides branchés 

directement à l’extrémité 

du conidiophore. 

-Conidies disposées en 

longue chaîne, 

globuleuses, cylindriques 

ou fusiformes, lisses ou 

rugueuses. 
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B2 

Aspergillus flavus 

 

 

Site 01 

-Hyphes septés. 

-Têtes conidiennes 

unisériées ou bisériées. 

-Conidiophores hyalins. 

-Vésicules subglobuleuses. 

-Conidies globuleuses à 

subglobuleuses. 

  

 

 

 

K 

Aspergillus 

fumigatus 

 

 

 

Site 01 

-Hyphes septés. 

-Têtes conidiennes 

unisériées, en colonne 

compacte. 

-Conidiophores courts 

s’élargissant au sommet en 

vésicule subhémisphérique 

-Phialides dressés 

groupées. 

-Conidies sub-globuleuses 

à globuleuses, échinulées. 

  

 

 

I1, I2 ,I3 

Trichoderma sp. 2 

 

 

Site 01 

-Hyphes septés. 

- Conidiophores en touffe 

compacte, très ramifiés, 

irrégulièrement verticillés. 

 - Phialides ovoïdes et 

ellipsoïdales atténués au 

sommet, avec Conidies 

réunies en glomérules. 
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Les caractères des 4 genres cités précédemment correspondent parfaitement à ceux décrits par 

Larone(1995) ; St-Germain et ses collaborateurs (1996) ; Collier et son équipe (1998) pour 

l’identification du genre Aspergillus, ou encore par Larone (1995) ; St-Germain et ses 

collaborateurs(1996) ; Malloch, (1997) ; Sutton et ses collaborateurs(1998) ; De Hoog et son 

équipe(2000) pour celle du genre Penicillium. 

Aussi, le genre Altarnaria qui est décrit par Samson et son équipe(1981) ; Guiraud (1998) et 

Botton et al. (1990). 

Apres la purification, nous avons obtenu 7 isolats fongiques représentant 4 genres : Alternaria, 

Aspergillus, Penicillium et Trichoderma. 

Le genre majoritaire est Aspergillus avec une fréquence de 43% regroupant 3 espèces Aspergillus 

niger, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, suivie par le genre Trichoderma avec un 

pourcentage de 29% (Trichoderma sp.1, et Trichoderma sp.2), puis les genres : Penicillium 14 % 

(Penicillium sp.), et enfin le genre Alternaria qui représente un pourcentage de 14% (Alternaria 

sp.)(Figure 7). 

 

Figure 7: Pourcentage de la mycoflore isolée des deux échantillons du sol. 

Nos résultats sont en accord avec (Hasenekoglu et Azaz, 1991) qu’ils ont isolées 127 souches à 

partir de 50 échantillons de sol. L’identification de ces isolats donne lieu à une 12espèces. Les 

plus riches genres en termes de nombre des espèces sont Penicillium, Acremonium, Aspergillus, 

Trichoderma, Cladosporium et Mortierella. 
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4.  Résultats des tests d’activité enzymatique   

Tous les isolats sont testés pour diverses activités enzymatiques, amylase, protéase, gélatinase et 

cellulase. 

4.1. Dégradation d’amylase   

L’activité amylolytique se traduit par la présence d’un halo clair autour de la colonie après 

l’addition du «Lugol » (figure 8). 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Photos représentant les résultats de l’activité amylolytique. 

D’après la figure ci-dessus, on remarque que toutes les souches testées n’ont pas pu dégrader 

l’amidon à l’exception de deux souches Alternaria sp. (A) et Aspergillus niger (D). 

I A B1 B2 

A3 
K D 

Trichoderma sp1. 

Amylase (-) 

Alternaria sp. 

Amylase (+) 

Aspergillus flavus 

Amylase (-) 

Penicillium sp. 

Amylase (-) 

Aspergillus niger 

Amylase (+) 

Aspergillus fumigatus 

Amylase (-) 

Trichoderma sp2. 

Amylase (-) 
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Les amylases sont des enzymes qui hydrolysent l’amidon ou le glycogène. Elles peuvent dériver 

de plusieurs sources comme les plantes, les animaux et les microorganismes. Ces derniers sont 

plus favorisés grâce à leur large disponibilité et leur production volumineuse à l’échelle 

industrielle (Vidyalakshmi et al., 2009). 

La production industrielle d'enzymes à partir des microorganismes fongiques appartenant surtout 

aux genres Aspergillus et Penicillium, existe depuis longtemps, du fait que la première production 

d' α-amylase a été réussie par Takamine en 1894. Actuellement d’autres genres de moisissures 

dont Rhizopus et Alternaria ont été utilisés pour la production d’α-amylase relativement 

thermostable (Lateef et al., 2004 ; Ait Kaki et al., 2012). 

     4.2. Dégradation des protéines 

        4.2.1 .Dégradation de la caséine 

La dégradation de la caséine se traduit par l’apparition d’un halo clair autour de la colonie 

(Figure 9). 
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 ca 

 

 

 

Figure 9 : Photos représentant le résultat de l’activité de la caséinase. 

Les tests de protéolyse sont réalisés sur le lait gélosé à 20% ; ils ont permis la mise en évidence 

de l’activité protéolytique chez les sept souches. Parmi lesquelles, six ont donné des résultats 

positifs et sont caractérisées par des zones d’hydrolyse dont le diamètre varie de 13 à 26mm 

(Figure 9). Les mesures sont effectuées à partir du quatrième jour jusqu’au sixième. 

L’envahissement de ce milieu par la majorité des moisissures étudiées a limité les mesures à six 

jours d’incubation. (Tableau 13). 

Ces résultats permettent de considérer ces souches comme des moisissures productrices de 

protéases exocellulaires (Smith et al., 1952 ; Duce et Thomas, 1959). Parmi ces souches nous 

avons sélectionné une, qui a le diamètre le plus grand (26mm) pour la fermentation. 

B2 D A A3 

K B1 I 

Aspergillus flavus 

Caséinase (+) 

Aspergillus niger 

Caséinase (+) 

Trichoderma sp.1 

Caséinase (+) 

Alternaria sp. 

Caséinase (-) 

Zone 

d’hydrolyse 

Penicilium sp. 

Caséinase (+) 

Aspergillus fumigatus 

Caséinase (+) 

Trichoderma sp.2 

Caséinase (+) 
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Il est à noter que même en absence d’une activité protéolytique exocellulaire, on observe un 

envahissement du milieu par les moisissures. Ceci indique une utilisation du sucre lactose présent 

dans le lait comme source de carbone et d’énergie ou par la production d’une activité 

protéolytique endocellulaire (Dendouga, 2006). 

Tableau 13 : Mise en évidence de l’activité protéolytique exocellulaire sur le lait gélosé à 

20%. 

Espèces 

 

Jours 

Diamètre de la colonie (mm) Diamètre de la zone d’hydrolyse (mm) 

4
eme 

5
eme 

6
eme 

4
eme 

5
eme 

6
eme 

Aspergillus flavus 

B2 

14 15 15 14 24 * 

Aspergillus niger 

D 

42 50 * 15 26 * 

Aspergillus fumigatus 

K 

26 26 27 10 13 23 

Penicillium sp. 

B1 

09 09 * 11 17 * 

Trichoderma sp.1 

A3 

47 * * 18 * * 

Trichoderma sp.2 

I2 

55 * * 20 * * 

Alternaria sp. 

A 

29 30 30 0 0 0 

* : envahissement du milieu par les moisissures. 

4.2.2. Dégradation de la gélatine 

Parmi les sept isolats fongiques testés, cinque ont pu produire l’enzyme gélatinase (Aspergillus 

flavus ; Aspergillus fumigatus ; Penicilium sp.;  Trichoderma sp.1 et Trichoderma sp.2). 
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Cette activité se traduit par l’apparition d’une auréole claire entourant la colonie après l’ajout 

d’une solution de chloride de mercure (figure 10). 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Photos représentant les résultats de l’activité de la gélatinase. 

La dégradation des protéines par les protéases microbiennes est importante dans le cycle d’azote 

au niveau du sol, en le rendant disponible pour les plantes et les micro-organismes. Les protéases 

d’origine microbienne sont probablement les plus secrétées parmi toutes les enzymes 

(Ningthoujam et al., 2009). 

B2 k3 
B1 

 

I2 

A3 D1 A 

Aspergillus flavus 

Gélatinase (+) 

Aspergillusfumigatus 

Gélatinase (+) 

Trichoderma sp.2  

Gélatinase (+) 

Penicilium sp. 

Gélatinase (+) 

Auréole claire  

Trichoderma sp.1 

Gélatinase (+) 

Aspergillus niger 

Gélatinase (-) 

Alternaria sp. 

Gélatinase (-) 
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Les protéases sont les enzymes les plus importantes en industrie avec 60% du total des enzymes 

vendues. Elles sont utilisées dans le domaine alimentaire, l’industrie fromagère, les détergents, 

l’industrie de soie, domaine de la pharmacologie et la production de médicaments et dans 

l’agriculture (Petit et Jobin, 2005). 

4.3. Dégradation de la cellulose 

Cette activité se traduit par l’apparition d’un halo jaune orangé entourant la colonie après l’ajout 

du « Rouge Congo à 1% ». 

Parmi les sept souches testées, aucune souche n’a pu dégrader la cellulose. 

En revanche, dans la bibliographie  le genre Trichoderma  est  connu  parmi  les souches 

fongiques les plus cellulolytiques (Petersson et al.,1981 ; Kubicek., 1998),par leur capacité à 

produire le complexe cellulasique composé d’au moins 2 exoglucanases (Shoemaker  et  al.,  

1983 ;  Chen  et  al.,  1987),  5  endoglucanases  (Pentilla  et  al.,  1987)  et 2 β-glucosidases 

(Barnett et al., 1991 ;Takashima et al., 1999 ; Nogawa et al., 2001). Aussi, les souches fongiques 

cellulolytiques, les plus étudiées sont : Aspergillus (Kitamoto et al., 1996 ; Lokington Kelly, 

1997 ; Riou et al., 1998 ; Fujita et al., 2002), Penicillium et différentes espèces de Trichoderma 

(Petersson et al., 1981 ; Neiss et Montene court, 1984, Kubicek et Penttilä, 1998 ; Takashima et 

al., 1999 ; Nogawa et al., 2001). Nos résultats sont en désaccord avec la bibliographie, Cela 

pourrait s’expliquer par une erreur dans le milieu de culture. 

L’observation au microscope électronique permet de distinguer une association des chaînes de 

cellulose par des liaisons hydrogènes intra et inter moléculaires, formant des microfibrilles 

rigides et insolubles (Hasper et al., 2002). C’est pour cette raison que on n’a pas pu observer un 

développement des mycéliums sur les boites jusqu’à environ un mois.   

Par conséquent, on ne peut pas dire que nos souches testées ne sont pas productrices de cellulase. 

La raison pour laquelle on n’a pas pu observer le halo revient probablement à la faible 

concentration de la cellulose dans le milieu test ; sinon on doit changer le substrat cellulose pur 

par le CMC(Carboxyméthylcellulose) (Meziani et Mahcene, 2017) et encore faire le test sur 

milieu liquide minéral contenant une bandelette du papier filtre (Bensmira, 2006). 
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La dégradation de la cellulose joue un rôle clé dans le cycle de carbone (Lee et al., 2007), elle est 

essentiellement convertie par les microorganismes en dioxyde de carbone dans des conditions 

aérobies et en méthane en anaérobiose (Eriksson, 1985). Les cellulases étaient commercialement 

valables pour plus de 30ans, et présentaient une cible pour les recherches académiques comme 

celles industrielles (Singh, et al., 1999). Son utilisation permet potentiellement la production de 

glucose, élément de base, qui une fois fermentée permet d’accéder à d’autres substances clés à 

savoir alcools, acétones et acides organiques notamment des gras volatiles d’où l’importance, 

écologique et industrielle, considérable des cellulases (Receveur et al., 2002) ce qui revoie à 

différentes applications industrielles. 

Les résultats des activités enzymatiques des 07 souches étudiées sont illustrés dans le tableau ci-

dessous (Tableau 14). 

Tableau 14 : Résultats des activités enzymatiques des 07 souches étudiées. 

        L’enzyme testée 

 

Isolat 

Amylase Protéase Gélatinase Cellulase 

A 

Alternariasp. 

+ - - - 

A3 

Trichoderma sp.1 

- + + - 

B1 

Penicillium sp. 

- + + - 

B2 

Aspergillus flavus 

- + + - 

D 

Aspergillus niger 

+ + - - 

K 

Aspergillus fumigatus 

- + + - 

I 

Trichoderma sp.2 

- + + - 

+ : Résultat positif  

 

- : Résultat négatif 

 

Le tableau indique que toutes les souches étudiées ont montré au moins une activité enzymatique 

parmi les 4 différentes activités testées. 
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En fait, les données littéraires ont rapporté que les moisissures sont capables de produire un grand 

nombre d’enzymes, qui sont d’une valeur commerciale élevée (Zhou et al., 2000 ; Chakraborty et 

al., 2009 ; Avramenko et Galynkin, 2010). Ce résultat justifie aussi l’intérêt que portent les 

chercheurs sur ce type de microorganismes, un intérêt qui n’a cessé de s’accroitre au cours de ces 

dernières années, principalement en raison du grand nombre d’application que les enzymes 

offrent dans des domaines très variés (Keyhani et Roseman, 1999 ; Bhat, 2000 ; Mobini-

Dehkordi et Javan, 2012). 

5. Résultats du test de l’activité antibactérienne 

Dans cette étude nous avons testé l’activité antibactérienne d’un total de 7 souches appartenant 

aux genres d’Aspergillus, Penicillium, Alternaria et Trichoderma vis-à-vis de la bactérie 

(Escherichia coli). 

 

Figure 11 : Résultats attendus après réalisation des tests de l’activité antibactérienne.  

L’activité antibactérienne se traduit par l’apparition d’un halo clair entourant le disque de la 

souche après 24h d’incubation à 37°C (Figure 11) 

Après 

incubation 24h 

Disque de la souche 



PARTIE03: RÉSULTATS ET DISCUSSION 

 

 
52 

 

 

 

 

  

Figure 12 : Résultats du test de l’activité antibactérienne 

La lecture des résultats (Figure 12) se fait par la mesure des diamètres de la zone d’inhibition 

autour de chaque disque (Tableau 15). 

 

 

 

 

 

A3 D (+) K B2(+) 

A I B1 

Alternaria sp. 

Aspergillus fumigatus Aspergillus flavus Aspergillus niger Trichoderma sp.1 

Trichoderma sp.2 Penicillium sp. 
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Tableau 15 : Diamètre de la zone d’inhibition développée par l’ensemble des isolats sur la 

bactérie test. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parmi les 7 espèces de moisissures testées, seulement 2 ont montré un effet antibactérien vis-à-vis 

la bactérie E.coli, à savoir : une espèce à fort effet antibactérien Aspergillus niger (D1), avec une 

zone d’inhibition égale à 29 mm et une autre Aspergillus flavus(B2) à moyen effet antibactérien, 

avec une zone d’inhibition égale à 10mm. 

L’effet antibactérien de ces souches d’Aspergillus, et donc, largement justifie d’autant plus, en 

parallèle avec les recherches bibliographiques, ainsi que, les genres d’Aspergillus, et les espèces 

de l’ordre des Monilliales qui constituent les réservoirs les plus important des antibiotiques 

(Botton et al., 1990). Ces métabolites secondaires biologiquement actifs, sont synthétisés en fin 

de croissances et ils sont de structures chimiques différentes de celle des protéines (Attalah et 

Kacem-chaouche, 1992). 

6. Résultats des tests d’antagonisme  

La lutte biologique contre les souches fongiques, fait largement appel à l’utilisation de test 

d’antagonisme. L’efficacité de la lutte dépend du choix de souches antagonistes performants à 

partir de critères impliquant une bonne connaissance de particularités biologiques du matériel 

fongique utilisé. 

Les isolats Diamètre de la zone d’inhibition Ø (mm) 

sur la bactérie test 

1jour 2jour 3jour 

Aspergilus flavus(B2) 10 10 10 

Penicilium sp.(B1) 0 0 0 

Alternaria sp.(A) 0 0 0 

Trichoderma sp.1(A3) 0 0 0 

Aspergilus niger (D1) 28 28 29 

Asperglus fumigatus (K) 0 0 0 

Trichoderma sp.2(I) 0 0 0 
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Les résultats de la confrontation directe entre les souches fongiques sont représentés dans les 

photos suivantes : 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Alternaria sp. (A) vis-à-vis Aspergillus niger(D) ; Penicillium sp. (B1); 

Trichoderma sp.1 (A 3) Aspergillus flavus(B2) ; Trichoderma sp.2(I) ;Aspergillus  

fumigatus(K). 

Le repiquage simultané d’Alternaria sp. (A) vis-à-vis Aspergillus flavus(B2) ; Aspergillus 

niger(D) ; Penicillium sp. (B1) ; Trichoderma sp.1 (A 3) ; Aspergillus fumigatus(K) ; 

Trichoderma sp.2(I), a montré une croissance très lente par rapport au Trichoderma sp.2(I) ; 

Aspergillus niger(D) ; Penicillium sp. (B1)Et une croissance remarquable contre Aspergillus 

flavus(B2) ; Trichoderma sp.1(A3) ; Aspergillus  fumigatus(K) (Figure 13). 

A--K A—I A—B2 

A—A3 A—D  A—B1 
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Donc : Alternaria sp. a un effet négligeable à l’égard des souches fongiques 

(Aspergillus niger(D) ; Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.1 (A3); Aspergillus flavus(B2); 

Trichoderma sp.2 (I);Aspergillus fumigatus(K). 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Aspergillus flavus (B2) vis-à-vis Alternaria sp.(A)Aspergillus fumigatus (K); 

Penicillium sp.(B1); Trichodermasp.1 (A 3); Aspergillus niger (D); Trichoderma sp.2(I). 

Le repiquage simultané de Aspergillus flavus(B2) vis-à-vis Alternaria sp. (A) Aspergillus 

fumigatus (K) ; Penicillium sp. (B1) ; Trichoderma sp.1 (A 3) ; Aspergillus niger(D); 

Trichoderma sp.2(I), à montre une croissance très lente par rapport au Trichoderma 

sp.1(A 3);Trichoderma sp.2(I) ;Aspergillus niger(D); Penicillium sp.(B1) et  Aspergillus 

fumigatus(K). Et une croissance remarquable contre Alternaria sp. (A) (Figure 14). 

B2--- A3 

B2-- K B2--A 

B2—B1 B2--I 

B2-- D 
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Donc : Aspergillus flavus(B2) a un effet négligeable à l’égard des souches fongiques 

(Aspergillus niger(D) ; Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.1 (A 3) Aspergillus niger(D) 

;Trichoderma sp.2(I) ;Aspergillus fumigatus(K). 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Penicillium sp. (B1) vis-à-vis Aspergillus niger(D) ; Alternaria sp. 

(A);Aspergillus flavus(B2) ; Trichoderma sp.1(A3) ; Aspergillus fumigatus(K) ; 

Trichoderma sp.2 (I). 

Le repiquage simultané de Penicillium sp. (B1) vis-à-vis Aspergillus niger(D); Alternaria 

sp.(A);Aspergillus flavus(B2) ; Trichoderma sp.1(A3) ; Aspergillus fumigatus(K) ; Trichoderma 

sp.2 (I), à montre une croissance très rapide  par rapport au Aspergillus flavus (B2) et Alternaria 

sp. (A). Et une croissance remarquable contre Aspergillus fumigatus(K) ; Aspergillus niger(D). 

Mais contre Trichoderma sp.2(I) ; et Trichoderma sp.1 (A3) elle ne marque aucune croissance 

(Figure 15).  

B1--A B1—A3 B1—B2 

B1--D B1--I B1--K 
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Donc : Penicillium sp. (B1 ) a un effet antagoniste contre Aspergillus flavus (B2) et Alternaria sp. 

(A). 

 

 

 

 

Figure 16: Trichoderma sp.1 (A3) vis-à-visAspergillus niger(D);Alternaria sp.(A) 

;Aspergillus  flavus(B2); Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.2(I) ; Aspergillus 

fumigatus(K). 

Le repiquage simultané de Trichoderma sp.1(A3)vis-à-vis Aspergillus niger(D);Alternaria sp.(A); 

Aspergillus flavus(B2); Penicillium sp.(B1); Trichoderma sp.2(I) ; Aspergillus fumigatus(K),à 

montre une croissance très rapide  par rapport Aspergillus niger(D) ;Alternaria sp.(A) 

;Aspergillus  flavus(B2); Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.2(I) ; Aspergillus fumigatus(K) 

(Figure 16). 

Donc : Trichoderma sp.1(A3) a un effet antagoniste contre tous les souches testées. 

 

A3--K A3—B1 A3--A 

A3--D A3—B2 A3--I 
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Figure 17 : Trichoderma sp.2(I) vis-à-vis Aspergillus niger(D) ;Alternaria sp.(A) 

;Aspergillus flavus(B2) ; Penicillium sp. (B1) ; Trichoderma sp .1(A3) ; Aspergillus  

fumigatus(K). 

Le repiquage simultané de Trichoderma sp.2 (I) vis-à-Aspergillus niger(D); Alternaria sp.(A) 

;Aspergillus flavus(B2) ; Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.1(A3) ; Aspergillus fumigatus(K),à 

montre une croissance très rapide  par rapport Aspergillus niger(D) ;Alternaria sp.(A) 

;Aspergillus flavus(B2); Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.1(I) ; Aspergillus fumigatus(K) 

(Figure 17). 

Donc : Trichoderma sp.2(I) a un effet antagoniste contre tous les souches testées. 

I--D I—B2 I--K 

I—B1 I—A3 I--A 
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Figure 18 : Aspergillus niger (D) vis-à-vis Alternaria sp.(A);Aspergillus flavus (B2);  

Penicillium sp. (B1); Trichoderma sp.1 (A3); Aspergillus fumigatus (K); Trichoderma 

sp.2(I). 

Le repiquage simultané de Aspergillus niger (D) vis-à-vis Alternaria sp. (A) ; Aspergillus flavus 

(B2) ; Penicillium sp. (B1) ; Trichoderma sp.1 (A3); Aspergillus fumigatus (K) ; Trichoderma 

sp.2(I) à montre une croissance très rapide  par rapport Alternaria sp. (A). Et une croissance 

remarquable par rapport à Penicillium sp. (B1) ; Aspergillus flavus (B2) ; Aspergillus fumigatus 

(K). Mais contre Trichoderma  sp.1(A3) et Trichoderma sp.2(I) elle ne marque aucun effet (Figure 

18). 

Donc : Aspergillus niger (D) a un effet antagoniste contre Alternaria sp. (A). 

D-B2 D—B1 D—I 

D--A D—A3 D--K 
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Figure 19 : Aspergillus fumigatus (K) vis-à-vis Alternaria sp. (A)Aspergillus niger (D) ; 

Penicillium sp. (B1) ; Trichoderma sp.1(A3) ; Aspergillus flavus(B2) ; Trichoderma 

sp.2(I). 

Le repiquage simultané de Aspergillus fumigatus (K) vis-à-vis Alternaria sp. (A) ; Aspergillus 

flavus (B2) ; Penicillium sp. (B1) ; Trichoderma sp.1 (A3) ; Aspergillus niger(D) ; Trichoderma 

sp.2(I), à montre une croissance très rapide par rapport Alternaria sp. (A). Et une croissance 

remarquable par rapport à Penicillium sp. (B1) ; Aspergillus flavus (B2) ; Aspergillus fumigatus 

(K). Mais contre Trichoderma  sp.1(A3) et Trichoderma  sp.2(I) elle ne marque aucun effet 

(Figure 19). 

Donc : Aspergillus fumigatus (K) a un effet antagoniste contre Alternaria sp. (A). 

K—A3 

K—B1 K—B2 

K--I K--D 

K--A 
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On conclut à partir de la méthode de confrontation directe entre les différentes souches testées, 

que le genre Trichoderma a un effet inhibiteur dominant sur les genres testés.  

Nos résultats sont en accord avec Rajendiran et al. (2010) qui ont montré l’effet inhibiteur de 

Trichoderma vis-à-vis de Fusarium sp., Penicillium sp. et Asergillus sp. L’inhibition de 

croissance de ces champignons est due à la nature de ce genre, sa croissance rapide, ses 

secrétions des composes extracellulaires néfastes comme des antibiotiques, enzymes dégradantes 

la paroi cellulaire telles que des glucanases,   endochitinases et chitinase. 

7. Fermentation de la souche sélectionnée 

La fermentation réalisée en erlenmeyers de 250 ml, ont permis après 8 jours de récupérer les 

filtrats pour la souche cultivée afin d’extraire les protéases et réaliser le dosage 

enzymatique(Figure20). 

                            

Figure 20 : Réalisation de fermentation dans des erlenmeyers de 250ml pour les différentes 

températures en fonction de la concentration de l’NaCl. 

    7.1. Résultats du pH 

Les résultats du pH des filtrats des milieux de culture après fermentation sont mentionnés dans le 

tableau 16. 
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Tableau 16 : Résultats du pH pour la souche sélectionnée après fermentation. 

Culture NaCl (g/l) Température  pH 

1 1  30°C 7.20 

2 1 37°C 6.58 

3 2 30°C 6.79 

4 2 37°C 6.72 

5 2 53°C 4.89 

6 5 30°C 6.83 

7 5 37°C 6.33 

8 5 53°C 5.06 

9 10 30°C 7.20 

 

Le tableau 16 montre qu’il y a une légère variation de pH du milieu de culture, qui reste 

globalement dans la neutralité. Cela pourrait s’expliquer par le fait que les déchets de tomates 

possèdent un excellent pouvoir tampon, c’est le cas pour la plupart des résidus agroindustriels 

(Chutmanop et al., 2008). 

De ce fait, le pH du milieu est affecté par les processus métaboliques, notamment enzymatiques. 

C’est pour cette raison que les variations du pH sont des indicateurs des changements dans les 

activités métaboliques (Sandhya et al., 2005). 

7.2. Résultats de l’activité protéolytique 

L’activité enzymatique recherchée dans le milieu de fermentation solide à base de déchets 

tomates a montré que la production de protéase alcaline diffère d’une température à une autre en 

fonction de différentes concentrations de l’NaCl. 
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Tableau 17 : Résultats de l’activité protéolytique.  

Culture NaCl 

(g /l) 

Température  Activitéprotéolytique 

(U) 

1 1  30°C 1226.50 

2 1 37°C 2539.75 

3 2 30°C 146.98 

4 2 37°C 2508.43 

5 2 53°C 1226.50 

6 5 30°C 1891.56 

7 5 37°C 2421.68 

8 5 53°C 848.19 

9 10 30°C 2903.61 

U:Ug/ml/h. 

Les résultats montrés dans le tableau 17 sont mieux représentés dans les graphes suivants : 

 

Figure 21 : Résultats de l’activité protéolytique pour la souche cultivée sous la température 

30°C. 
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La simple observation du graphe (Figure 21) obtenu après fermentation à 30°C en fonction de 

différentes concentrations de l’NaCl montre que l’isolat sélectionné pour cette fermentation 

produit une quantité importante de protéase alcaline avec la concentration 10g/l de l’NaCl 

(2903.61U), par rapport aux autres concentrations (1g/l et 5g/l) qui révèlent une production 

moyenne, tandis que avec la concentration 2g/l la production de cette enzyme est très faible.  

          

Figure 22: Résultats de l’activité protéolytique pour la souche cultivée sous la température 37°C. 

Les résultats obtenu après la fermentation à 37°C (figure 22) en fonction de différentes 

concentrations de l’NaCl, montre que la  moisissure  sécrète une quantité considérable (d’environ 

2400U) de la protéase alcaline avec tous les concentrations (1g/l ; 2g/l et 5g/l) de l’NaCl,  
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Figure 23: Résultats de l’activité protéolytique pour la souche cultivée sous la température 53°C. 

Les résultats obtenus après la fermentation à 53°C (figure 23) en fonction de différentes 

concentrations de l’NaCl, montre que notre souche produit une quantité importante de l’enzyme 

ciblée avec la concentration 2g/l, mais cette production diminue avec la concentration 5g/l.  

D’après nos résultats on observe qu’Aspergillus niger (D) produit la protéase alcaline sous toutes 

les températures étudiées, ainsi qu’avec les concentrations de l’NaCl testées. En effet, cette 

souche est probablement thermostable et halophile.   

La comparaison de tous les résultats obtenus révèle que la souche Aspergillus niger (D) a donné 

l’activité protéolytique la plus élevée (2903.61U) avec la concentration de l’NaCl 10g/l à 

température 30°C. En conséquence, on peut conclure que cette enzyme est probablement 

thermostable et résiste bien à la salinité. 

Cette thermostabilité et halophilie s’explique par l’emplacement géothermique constituant le site 

d’isolement de la souche, car la Sebkha dont on a fait notre échantillonnage favorise le 

développement d’un système enzymatique assez résistant par un renforcement des liens 

peptidiques en structure secondaire ou des résidus aromatiques dans la structure tertiaire 

(Sandgren, 2004). Généralement, la thermostabilité des enzymes s‘explique également par la 

présence de certaines liaisons dans leurs structures secondaires et tertiaires (liaisons hydrogènes, 
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liaisons hydrophobes, interactions ioniques, liaisons avec métaux et ponts dissulfures) déterminée 

par des séquences particulières en acides aminés situés à des endroits stratégiques pour permettre 

aux enzymes de résister à la dénaturation thermique (Scriban, 1999). Par ailleurs, il a été 

démontré que la richesse en résidus cystéines et en glucides (glycosylation excessive) confère à la 

molécule enzymatique une grande intégrité structurale (Vielle et Zeikus, 2001) résistant à des 

températures élevées (Xu et al, 2002).En effet, la thermostabilité est un des critères de sélection 

des enzymes destinées (Tuncer et al., 1999). 
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L’objectif principal de notre travail consiste à l’isolement de souches fongiques à partir d’une 

région climatiquement aride (Sebkha et sol de palmeraie de la région de Biskra). Le sol de 

cette localité est sableux, caractérisé par sa contenance pauvre en matière organique, sa 

salinité élevée et sa forte exposition au soleil, l’examen macroscopiques et microscopiques 

approfondis des moisissures isolées ont mis en évidence 26 souches réparties sur 4 genres 

différents : Aspergillus, Penicillium, Altarnaria et Trichoderma, dont Aspergillus et le genre 

le plus dominant avec un pourcentage de 43%. 

Parmi les quatre différentes activités enzymatiques testées (l’amylase, la caséinase, la 

gélatinase et la cellulase), les souches étudiées ont montré au moins une activité enzymatique. 

Le test d’activité antibactérienne des isolats identifiés, qui consiste à rechercher l’activité 

antibactérienne sur le développement de la bactérie test : E. coli, a révélé que Aspergillus 

niger et Aspergillus flavus ont manifesté un effet antibactérien considérable. 

Ils existent différents techniques pour étudier le test d’antagonisme. Notre travail est réalisé 

selon la méthode de confrontation directe. Le test d’activité de l’antagonisme (moisissure -

moisissure) de 7 souches (Alternaria sp.  ; Aspergillus flavus ; Aspergillus fumigatus ; 

Aspergillus niger ; Penicillium sp. ; Trichoderma sp.1. ; Trichoderma sp.2) a révélé que les 

espèces de Trichoderma a développé une activité antifongique très importante. 

D’après le test de la mise en évidence de l’activité protéolytique, la souche correspond à 

l’espèce d’Aspergillus niger a donné un diamètre de protéolyse le plus élevé de 26mm. Pour 

cela, elle a été sélectionnée pour la fermentation en milieu solide en utilisant les déchets de 

tomate comme un substrat de base.  

Pour ce faire, la souche sélectionnée a été ensemencée dans des milieux de culture solides 

constitués par des déchets de tomate humidifiés par de l’eau distillée à différents 

concentration d’NaCl (1g/l ; 2g /l ; 5g/l et 10g/l) puis incubées à différentes températures : à 

30°C, à 35°C, à 40°C et 45°C. Après dosage enzymatique, la meilleure activité protéolytique 

obtenue a été notée dans le filtrat de la culture à concentration 10g/l de NaCl à température 

30°C (2903.61U). 
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Perspectives  

Au terme de cette étude, nous fixons certains points en perspectives : 

 Identifier avec exactitude les souches, jusqu’au niveau de l’espèce par les 

caractéristiques physiologiques, chimio taxonomiques et moléculaires plus 

approfondies. 

 Tester la présence d’autres enzymes : pectinase, chitinase, lipase, uréase, etc. 

 Optimisation des paramètres de production des enzymes : pH du milieu et nature de 

l’agent humidifiant. 

 Purification recommandée des enzymes pour une éventuelle utilisation en industrie 

alimentaire ou pharmaceutique. 

 Extraction et identification des substances antibactériennes et antifongique par les 

méthodes plus performantes comme HPLC, CCM, etc. 

 Réaliser des fermentations sur milieu liquide à base de déchets de tomate et comparer 

avec celles sur milieu solide. 
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ANNEXES 01: Milieux pour tests enzymatiques  

 Potato Dextrose Agar (PDA) 

Pomme de terre ………………...  200 g 

Glucose …………………………. 20 g 

Agar ……………………………... 20 g 

Eau distillée compléter jusqu’à 1000 ml 

 Laver la pomme de terre non pelée. 

 Couper en cubes dans 500 ml d’eau distillée. 

 Porter à ébullition pendant 30 – 45 min. 

 D’autre part faire fondre l’agar dans 500 ml d’eau distillée. 

 Écraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le filtrat à la solution d’agar. 

 Ajouter le glucose. 

 Compléter le volume à 1000 ml. 

 ajuster le pH= 6 ,4 ± 0,2 à 25°C 

 Stériliser par autoclavage à 121° C / 15 min. 

 

 Milieu Czapek 

NaNO3………………… 2g 

K2HPO4……………….. 1g 

MgSO4, 7H2O………… 0,5g 

KCl……………………...0,5g 

FeSO, 7H2O…………….0, 01g 

Saccharose……………..30g 

Agar……………………15g 

Eau distillée…………1000 ml 

 pH 5, stérilisation par autoclave à 120°C pendant 20 minutes 
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 Milieu PDA à amidon 1% 

Extrait de pomme de terre……………………1000ml 

 Amidon…………………………………………10g 

Glucose………………………………………….20g  

Agar……………………………………………..20g  

                               pH= 5 

 Préparation de l’extrait pomme de terre  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 écrasés ,filtrés ,compléter à 1L d’eau 

distillée 

 

Préparation de milieu de culture 

L’agar et le glucose et l’amidon dissous à chaud dans l’extrait, compléter à 1L d’eau distillée 

 Gélose nutritive à la gélatine 

Peptone………………………..5 g  

Extrait de viande……………...3 g 

Gélatine……………………….4 g 

Agar…………………………15 g 

Eau distillée………………1000 ml 

                       pH =7 

 La gélose à la cellulose 

Cellulose…………………….0.5 g 

NaNO3………………………0.1 g 

K2HPO4……………………..0.1 g 

MgSO4……………………... 0.05 g 
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Extrait de levure ……………..0.05 g 

Agar…………………………15 g 

                      pH=  7 

 Lait gélosé à 20% d’agar 

Lait écrémé………………..100 ml 

Agar-agar …………………..20 g 

Eau distillée………………1000 ml 

 Dissoudre l’agar-agar dans de l’eau distillée chaude. 

 Agiter jusqu’à homogénéisation pour obtenir l’eau gélosée. 

 Stérilisation par autoclavage à 121°C/20 min. 

 Ajouter le lait écrémé stérile juste avant l’utilisation du milieu 

 

Annexe 2: Les indicateurs colorés 

 

 Rouge Congo 

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 

 

 Acétate de cuivre à 7.5% 

Acétate de cuivre ……..7.5g 

Eau distillée…………100ml 

 dissoudre 7.5 g de l’acétate de cuivre dans un petite volume d’eau distillée puis 

compléter le volume jusqu’à 100ml 
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 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)  

 La solution de chloride de mercure  

HgC12……………………………….15g 

 HCl concentré………………………20 ml 

 Eau distillée……………………….100 ml 

 

 Annexe 3 : Eau Physiologique 

La solution est généralement composée d'eau distillée et de chlorure de sodium (NaCl) dilué à 

9 pour 1000 (= solution à 0.9% (masse/volume) de NaCl, soit 9 g/l
-1

). 

 Annexe 4 : Dosage de l’activité protéolytique 

- Solutions utilisées 

       - Caséine 2,5% dans Citrate de Sodium (0.02 M). 

       - Solution mère 100 μg/ml de Tyrosine. 

       - TCA 4%. 

       - Na2CO3 15% dons NaOH (0.1 N). 

       - Folin-Ciocalteu 1/4éme. 

  

 

 

 



                                          ANNEXES 
 

 

Protocole suivi : 

 

Agitation vigoureuse du mélange, puis incubation 30 min à température ambiante à 

l’obscurité. En fin, lecture de la densité optique à 750 nm.  

Une unité de protéolyse correspond à la libération de 1 μg de tyrosine résultante de 

l’hydrolyse enzymatique par heure et dans un ml d’échantillon (1μg/h/ml). La concentration 

déduite de la courbe d’étalonnage correspond à 0.5 ml d’échantillon dilué par les réactifs 

ajoutés au cours de la première étape. 

 

Annexe 4: La courbe d’étalonnage de la tyrosine. 

 
 

 



Abstract 

The objective of our approach is to isolate fungal strains from two soil samples from a 

climatically arid region (Sebkha EL MGHIER from the Biskra region). Two samples were taken, 

one at from a soil close to the Sebkha; while the other at the level of palm grove surrounding this 

lake. In-depth macroscopic and microscopic examination of isolated molds revealed 26 strains 

spread over 4 different genera: Aspergillus, Penicillium, Altarnaria and Trichoderma. In fact, the 

first part of this research work focused on the demonstration of hydrolase activities in these 

fungal strains identified. Next, test for antibacterial activity on the development of the test 

bacterium: E. coli. Subsequently, the test of activities of the direct antagonism (mold-mildew) of 

the 4 genera studied. As a result, among the four different enzymatic activities tested (amylase, 

caseinase, gelatinase and cellulase), the strains studied showed at least one enzymatic activity. 

The second test revealed that Aspergillus niger and Aspergillus flavus showed considerable 

antibacterial effect. Moreover, the direct antagonism test has shown that the genus Trichoderma 

develops a very important antifungal activity. The final step in this work is to determine the 

ability of a fungal strain to use tomato waste at different temperatures for the production of the 

alkaline protease. To do this, the selected strain was seeded in solid culture media based on 

tomato waste at different concentrations of NaCl (1 g / l, 2 g / l, 5 g / l and 10 g / l) and then 

incubated at temperatures at 30 ° C, 37 ° C, and 53 ° C. The best proteolytic activity was noted in 

the concentration 10g / l under the temperature 30 ° C. This protease is previously thermostable 

and halophilic, because the geothermal site constituting the isolating site (Sebkha EL MGHIER) 

of the strain promotes the development of a rather resistant enzymatic system. 

Keywords: Sebkha of EL MGHIER; Halophilic mold; Thermostable enzyme; Soil of arid zone; 

Antibacterial substance; Antifungal activity. 



 ملخص

انهذف يٍ يُهجُب هى ػضل علالاث فطشَت يٍ ػُُخٍُ يٍ انخشبت يٍ يُطقت قبحهت يُبخُبً )عبخت انًغُش يٍ يُطقت بغكشة(. يٍ 

وانًجهشٌ نهقىانب  ؼُبٍَبهزِ انبحُشة. كشف انفحص ان حشبت قشَبت يٍ انغبخت ؛ بًُُب اِخش ػهً يغخىي بغخبٌ انُخُم انًحُظ

أجُبط يخخهفت: انششبشُبث وانبُغُهُىو وانخبسَبسَب وحشَكىدسيب. فٍ انىاقغ ، سكض انجضء  4علانت يىصػت ػهً  26انًؼضونت ػٍ 

هزِ انغلالاث انفطشَت انًحذدة. بؼذ رنك ، اخخببس نُشبط يضبد نهجشاثُى نانًحههت  أَشطت اظهبسالأول يٍ هزا انؼًم انبحثٍ ػهً 

أَشطت انؼذاء انًببشش )انؼفٍ انفطشٌ( نلأجُبط الأسبؼت. َخُجت نزنك  بؼذ رنك ، حى اخخببس .E.coli :طىَش بكخُشَب الاخخببسػهً ح

، يٍ بٍُ الأَشطت الأَضًَُت الأسبؼت انًخخهفت انخٍ حى اخخببسهب )الأيُهُض ، انكبصَُبص ، انجُلاحُُبص وانغهىلاص( ، أظهشث 

أظهشحب  Aspergillus flavus و Aspergillus niger انغلالاث َشبطًب إَضًَُبً واحذًا ػهً الأقم. وكشف الاخخببس انثبٍَ أٌ

حأثُشًا يضبدًا كبُشًا نهجشاثُى. ػلاوة ػهً رنك ، أظهش اخخببس انؼذاء انًببشش أٌ جُظ انخشاَكىدَشيب َطىس َشبطًب يضبدًا 

ب نهغبَت. انخطىة الأخُشة فٍ هزا انؼًم هٍ ححذَذ قذسة علانت فطشَت ػهً اعخخذاو َفبَبث انطًبطى ًً فٍ دسجبث  نهفطشَبث يه

حشاسة يخخهفت لإَخبج انبشوحٍُُ انقهىٌ. نهقُبو بزنك ، حى صسع انغلانت انًخخبسة فٍ وعظ اعخضساع صهب بُبءً ػهً َفبَبث 

جى / نخش( ثى حضُج فٍ  10جى / نخش و  5جى / نخش ،  2جى / نخش ،  1انطًبطى بخشكُضاث يخخهفت يٍ كهىسَذ انصىدَىو )

 10دسجت يئىَت. ونىحع أفضم َشبط ححهم انبشوحٍُ فٍ حشكُض  53دسجت يئىَت ، و  37َت ، دسجت يئى 30دسجبث حشاسة ػُذ 

يضبدة نهحشاسة ، لأٌ يىقغ انطبقت ُُُت كبَج فٍ انغببق دسجت يئىَت. هزِ الأَضًَبث انبشوح 30جى / نخش ححج دسجت حشاسة 

 .ػهً حطىَش َظبو أَضًٍَ يقبوو إنً حذ يبنهغلانت َشجغ ) عبخت انًغُش (انحشاسَت الأسضُت انزٌ َشكم يىقغ انؼضل

. حشبت انًُطقت انقبحهت ؛ يبدة يضبدة نهجشاثُى. َشبط يضبد نهحشاسة يضبدة الاَضَى .ًٍهحعبخت انًغُش. انؼفٍ ان كلمات البحث:

 .نهفطشَبث
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    Résumé: L’objectif de notre approche consiste à l’isolement de souches fongiques à partir de 

deux échantillons du sol  d’une région climatiquement aride (Sebkha EL MGHIER de la région de 

Biskra). En effet, deux prélèvements ont été effectués, un au niveau d’un sol proche de la Sebkha ; 

tandis que l’autre au niveau du sol  de palmeraie environnant ce lac. L’examen macroscopique et 

microscopique approfondis des moisissures isolées a mis en évidence 26 souches réparties sur 4 genres 

différents : Aspergillus, Penicillium, Altarnaria et Trichoderma. En fait, la première partie de ce travail 

de recherche a porté sur la mise en évidence des activités hydrolases chez ces souches fongiques 

identifiées. Ensuite, le test d’activité antibactérienne sur le développement de la bactérie test : E. coli. 

Par la suite, le test d’activités de l’antagonisme direct (moisissures-moisissures) des 4 genres étudiés. 

Ce qui en résulte que parmi les quatre différentes activités enzymatiques testées (l’amylase, la 

caséinase, la gélatinase et la cellulase), les souches étudiées ont montré au moins une activité 

enzymatique. Le deuxième test a révélé que Aspergillus niger et Aspergillus flavus ont manifesté un 

effet antibactérien considérable. Par ailleurs, le test d’antagonisme direct a montré que le genre 

Trichoderma développe une activité antifongique très importante. La dernière étape de ce travail c’est 

de déterminer la capacité d’une souche fongique à utiliser à différentes températures les déchets de 

tomate pour la production de la protéase alcaline. Pour ce faire, la souche sélectionnée a été 

ensemencée dans des milieux de culture solide à base des déchets de tomate à différentes 

concentrations d’NaCl (1g/l ; 2g /l ; 5g/l et 10g/l), puis incubées aux températures suivantes : à 30°C, à 

37°C, et à 53°C. La meilleure activité protéolytique a été notée dans la concentration 10g/l sous la 

température 30°C. Cette protéase est préalablement thermostable et halophile, car l’emplacement 

géothermique constituant le site d’isolement (sebkha d’EL MGHIER) de la souche favorise le 

développement d’un système enzymatique assez résistant.   
                 

Mots clés : Sebkha d’EL MGHIER, Moisissure halophile, Enzyme thermostable, Sol de zone aride, 

Substance antibactérienne, Activité antifongique. 
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