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Introduction

Le sol est un biotope riche de différents types de microorganismes, dont la distribution et
l'activité de ces populations varient d'un sol a un autre en fonction de nombreux facteurs, a
savoir; les conditions physico-chimiques, la matiére organique et la texture du sol. Les
champignons représentent l'un des plus importants groupes d'organismes sur terre et jouent un
role clé dans son équilibre et sa résistance (Dendouga, 2017 ; Mtibaa, 2019) .

La capacité des champignons filamenteux & produire des métabolites secondaires,
notamment les acides organiques, les antibiotiques et les enzymes doués d’une grande activité
biologique favorise en particulier leur utilisation biotechnologique (Thomas, 2010). Les facteurs
écologiques spécifiques des milieux extrémes offrent une opportunité importante pour isoler des
microorganismes extrémophiles. Les champignons filamenteux extrémophiles produisent des
enzymes connues sous le nom d'extrémoenzymes, qui présentent une diversité de propriétés et de
spécificités. Ces caractéristiques refletent leur utilisation croissante dans différents domaines
d'applications industrielles et biotechnologiques.La production d’enzymes industrielles exige
I’utilisation de milieux de cultures bon marché sachant que I’estimation du colit du milieu de
croissance représente 30-40% du codt de production des enzymes industrielles (Srinubabu et al.,
2007). Ceci peut étre obtenu aussi bien par I’utilisation des déchets agro-industriels disponibles
et bon marché que par I’optimisation des conditions nutritionnelles et physicochimiques de la
culture. Les possibilités de développement des micro-organismes sont liees a leur équipement
enzymatique et au substrat a transformer, dont le mode d’acces a 1’énergie (source de carbone)
differe selon les especes (Godon, 1996).

Les palmiers dattiers algériens représentent le pivot de 1I’écosystéme oasien a travers
I’importance de sa production. En effet, selon les statistiques du Ministére de I’agriculture, la
production nationale a atteint 387 313 tonnes en 1998, dont 116.000 tonnes de déchets peuvent
étre récupérés et transformés (Bessah et Touzi, 2001).En effet, les fruits des dattes sont trés
riches en sucres allant de 60 a 80% du poids de la pulpe fraiche, et une teneur en eau qui varie
entre 15 et 20% selon les variétés. Elles sont en revanche pauvres en protéines et en matieres
grasses (0,43 et 1,9% du poids frais respectivement). Le fruit des dattes contient pratiquement la
plupart des éléments minéraux (potassium, calcium, phosphore, magnésium, fer, soufre, etc.) et
ils sont riches en fibres (8,1 a 12,7% du poids sec) (Al-Shahib et Marshall, 2002).

L'objectif de la présente étude est la valorisation des déchets de dattes comme un milieu
de fermentation pour des champignons filamenteux isolés d’une source thermale (milieu extréme
a Biskra) et de tester leur capacité a produire les oxydases.

Le présent document est divisé en deux parties principales.
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v' Partie bibliographie : divisée en deux chapitres essentiels, dans le premier chapitre on a
présenté quelques notions de base sur les champignons filamenteux, tandis que le
deuxieme chapitre est concerné aux oxydases et leur intérét.

v’ Partie expérimentale ; elle méme comporte deux chapitres, dans le chapitre matériel et
méthodes, on a présenté la méthode suivie pour I’isolement, I’identification des
champignons filamenteux, leur production en oxydase, ainsi que la conduite de
fermentation en utilisant les déchets de dattes. Ensuite, on a analysé et discuté les
résultats des différents travaux, montré dans le deuxieme chapitre de cette partie ;

résultats et discussion
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Les champignons filamenteux



Chapitre 1 : les champignons filamenteux

1.Généralité

Les champignons, également connus sous le nom de "fungi" ou "mycetes”, sont des
organismes eucaryotes présents sous diverses formes (Houis, 2011 ; Thibault et al., 2016). IIs
représentent une vaste diversité, avec plus de 5 millions d'especes différentes qui occupent des
roles cruciaux dans les écosystéemes. Du point de vue morphologique, les champignons se
composent d'un appareil vegétatif et d'organes fonctionnels, dépourvus de chlorophylle
(Philippe et al., 2005). En tant qu'hétérotrophes, ils dépendent d'une source de carbone
organique pour leur croissance, ainsi que d'éléments tels que le carbone, l'azote et les sels

minéraux (Chabasse, 1999).

2.Morphologie

Le thalle (hyphe) est la structure cellulaire fondamentale des champignons, qui représente
I'appareil végétatif (figure 01). Il se distingue par une grande diversité de structure, généralement
une forme filamenteuse qui peut présenter un niveau de différenciation trés élevé. Tous les
filaments (ou hyphe) sont désignés sous le nom de mycélium (Boiron, 1996). Il y a deux
catégories de thalle :

v Thalle siphone :

Parmi les champignons inférieurs (Zygomyceétes), on retrouve des éléments tubulaires peu ou pas
ramifiés, de diamétre large et irrégulier (5 a 15um), non cloisonnés.

v Thalle septé ou cloisonné :

Parmi les champignons supérieurs, on retrouve des filaments de diameétre étroit (de 2 a 5 um) et

réguliers, qui sont divisés par des cloisons en articles uni ou pluricellulaires. (Tabuc, 2007)

Cloisons
NEEEOTsS

Siphom (Ouwu COemMnocy te) My

Figure 01:Hyphe mycélien (Sardin, 2016)



Chapitre 1 : les champignons filamenteux

3. Classification des champignons

Les eumyceétes, qui sont également connus sous le nom de véritables champignons
(Quero, 2018). Les champignons filamenteux sont classés en fonction de la combinaison des
critéres morphologiques, phylogénétiques et les modes de reproduction.( Fig 02) (Guarro et al.,
1999 ; Redecker, 2002)

e Ascomycetes: Champignons qui produisent des filaments ou des cellules unicellulaires
(levures), et se reproduisent sexuellement avec des spores formées a l'intérieur d'un ascus.

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

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

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

e Deutéromycétes : Encore appelés champignons imparfaits, sont caractérisés par un
mycélium sépté et par ’absence de reproduction sexuée. Les principaux genres

phytopathogenes sont : Moniliales, Sphaeropsidales et Mélanconiales

Az )
S =3

A n A a

Figure 02. Classification des champignons (Berbee et Taylor, 2001).



Chapitre 1 : les champignons filamenteux

4. Ecologie

La majorité des champignons filamenteux sont saprophytes, se nourrissant de matieres
organiques mortes ou plus ou moins décomposées dans leur environnement naturel. Bien qu'une
matiere organique puisse servir de substrat de croissance pour les champignons filamenteux, les
conditions de croissance optimales peuvent différer d'une espéce a l'autre, chacune d'entre elles
ayant un degré d'adaptation a son environnement différent (Halewyn et al., 2002). Partout, ils
sont présents et entretiennent également des interactions avec les especes animales ou végétales,
allant du parasitisme au commensalisme, ou encore participent a des phénomeénes symbiotiques,
ce qui semble étre une traduction de leurcoévolution avec les végétaux d'une part et les animaux
d'autre part (Chabasse et al., 2002).

5. Mode de reproduction des champignons
Les champignons filamenteux se reproduisent par deux phases (Figure 03):

a. Phase asexuée (stade anamorphe)

Dans ce mécanisme la cellule fongique est basée sur la production des spores asexues
soit a l'intérieur des sporocystes (sporange, ou par des conidies a I'extrémité de filaments
spécialisé appelées phailides, ou arthrospores resultant de la fragmentation d'un filament

mycélium (Diongue, 2019).

b. Phase sexuée (stade télé morphe)
Cette reproduction est assurée par des gamete ou des spore formés a la suite d'une
méiose ou il s'effectue deux formes d’accouplement hétérothallisme ou homothallisme (méme

individu inverse avec autre systeme) (\Voir figure 03) (Strullu, 1999 ; Diongue, 2019)

GEMMINATION
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Figure 03: Mode de reproduction de Rhizopus (zygomycétes)(Peter et al., 2017)
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6. Mode de vie des champignons

« Le saprophytisme : consiste a déecomposer la matiére organique morte pour généerer du

carbone et de I'énergie, comme les feuilles mortes, les débris végétaux ou animaux...

* Le parasitisme : Caractérisé par la capacité de certains champignons (20 %) a parasiter,
coloniser et exploiter la matiere vivante, ce qui entraine souvent des maladies pour leurs hotes
(Clavez, 2009 ; Lebrun, 2010).

» La symbiose : est une forme de coexistence entre ces champignons et d'autres organismes
autotrophes tels que les algues, créant ainsi un lichen. Ils peuvent aussi vivre en harmonie avec
des plantes. Selon Ben Ali (2021), cette symbiose avec le systeme racinaire est connue sous le
nom de mycorhize, ce qui favorise un échange de nutriments et d'énergie avantageux pour les

deux organismes.
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Chapitre 2 : Les oxydases

1. Définition
Les enzymes sont des catalyseurs biologiques qui peuvent réaliser la plupart des réactions
biochimiques avec une vitesse et une efficacité remarquables (Fabiano, 2022). Elles sont
percues comme des acteurs technologiques, en simplifiant les processus de transformation
industrielles (production d'amidon en sucre simple, boulangerie, produits laitiers

2. Classification et nomenclature des oxydases

2.1.Polyphénol- oxydase
La PPO étre appelée la tyrosinase, la crésolase, la catécholase, la diphénolase, la phénolase, la
phénol oxydase, I'o-diphénol oxydase et l'acide chlorogénique oxydase. On peut classer ces
enzymes en deux catégories :EC 1.14.18.1 est une monophénolmonooxygenase, tandis que EC
1.10.3.2 p est une diphénol oxydase ou laccase. (Gouzi, 2014)

2.2.Peroxydase

Les peroxydases sont des enzymes qui jouent un réle essentiel dans de nombreuses fonctions de

biosynthése et de dégradation. Elles sont des donneurs d'hydrogéne en présence deH-O.. (Ben
Ali, 2021),

2.3.Lignine peroxydase (EC 1.11.1.14):
Sont des glycoprotéines extracellulaires non spécifique contenant un héme et jouent un réle
crucial dans la dépolymérisation de la lignine (Mtibaa, 2019).

2.4.Magnésium peroxydase :
Les peroxydes d'hydrogene oxydoréuctases, également appelées Mnp, sont des glycoprotéines
extracellulaires, est une forme de magnésium qui présente des activités de peroxydase et de
photoprotection(Ben Ali, 2021).

2.5.Peroxydase versatile :
Ces enzymes ont la capacité d'attaquer directement la lignine, la cellulose et I'némicellulose

présentes dans la paroi cellulaire végétale afin de les décomposer.
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3. Différentes sources d’oxydases :

Les enzymes phénol oxydases ou (laccase) et peroxydase sont fréquemment présentes dans les
plantes, les animaux, les champignons et méme les bactéries (Diao, 2012 ; Ben Ali, 2021).

Les peroxydases de manganése ont été découvertes pour la premiére fois chez
Phanerocheatechrysosporium et chez d'autres champignons de la pourriture blanche du bois (Ben
Ali, 2021). Bien que, la peroxydase polyvalente est produites par diverses especes de plantes
(Mathieu, 2012).

4. Propriétés et structure des enzymes oxydases :

L Les enzymes oxydases se distinguent entre elles par leur structure et leurs
caractéristiques, y compris les laccases fongiques, qui présentent des propriétés
biochimiques trés variées en fonction de leur origine. Cela peut montrer une grande
diversité et entrainer des disparités dans les caractéristiques catalytiques, l'affinité et la
spécificité du substrat.

& La structure générale des manganéses peroxydases est similaire a celle des peroxydases
de lignine (Mtibaa, 2019).

% L'hybride structurel des peroxydases versatiles (VP) est un mélange de la lignine (LiP) et
de la peroxydase de manganese (MnP). Cet hybride combine les caractéristiques
catalytiques des deux peroxydases mentionnées précedemment, ce qui lui permet
d'oxyder les substrats Lip et Mnp courants (Basosi et al., 2005).

5. Mécanisme d’action des enzymes des oxydases :

Les laccases associent la réduction électronique du dioxygéne en deux molécules d'eau a
l'oxydation d'une grande variété de substrats, tels que les lignines (Figure 1, a), les réactions
d'oxydation catalysées par les laccases conduisent a la formation de radicaux libres qui agissent
comme substrats intermédiaires pour les enzymes (Figure 1, b). Ces médiateurs peuvent quitter
le site enzymatique et réagir avec une large gamme de substrats a potentiel redox élevé ainsi
créer des voies non enzymatiques de réactions de polymérisation ou de dépolymérisation
oxydative (Figure 1, c). En fin de compte, le systeme laccase-médiateur (LMS) devient impliqué
dans une gamme de fonctions physiologiques telles que la lignolyse (Figure 1, d)

Les LiP oxydent les substrats lors de transferts d'électrons en plusieurs étapes et forment
des radicaux intermédiaires, tels que des radicaux phénoxy et des cations radicalaires d'alcool
vératrylique (Figure 1, e). Ces radicaux intermédiaires subissent des réactions non enzymatiques
telles que le couplage radicalaire et la polymérisation, le clivage de la chaine latérale, la

déméthylation et l'addition et le réarrangement intramoléculaires (Figure 1, f), Contrairement
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aux autres peroxydes, comme MnP, LiP est capable d'oxyder des substrats aromatiques non
phénoliques et ne nécessite pas la participation de médiateurs en raison de son potentiel redox
inhabituellement élevé (Figure 1, ).

MnP catalyse I'oxydation dépendante du peroxyde de Mn (II) (en tant que substrat
réducteur) en Mn (lll) (Figure 1, h), qui est ensuite libéré de la surface de I'enzyme en complexe
avec de l'oxalate ou avec d'autres chélateurs (Figure 1). Le complexe Mn (l1l) chélaté agit
comme un médiateur redox diffusible de faible poids moléculaire réactif (Figure 1) ,Le potentiel
d'oxydation du chélateur Mn (lll) n'est limité qu'aux structures de lignine phénolique. Cependant,
pour l'oxydation des substrats non phénoliques par Mn (lll), des radicaux réactifs doivent étre
formés en présence d'un second médiateur (Figure 1, k)(Dashtbanet al., 2010).
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Lac : laccase, LMS : systeme laccase-meédiateur, LiP : lignine peroxydase, MnP : peroxydase de manganese,
VP : peroxydase polyvalente, H202-GO : oxydases genératrices de H202, AAO : aryl-alcool oxydase, GLOX :
glyoxal oxydase, H202 : hydrogene peroxyde AAD : aryl-alcool déshydrogeénases, QR : quinone réductases et OH :
radicaux hydroxyles libres.

Figure4 : Schéma de principe de la dégradation de la lignine par les champignons

basidiomyceétes de la pourriture blanche (Dashtban et al,2010).
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6. Applications des oxydases :

Ces enzymes ont plusieurs applications, a savoir :

*

+
+
+

Repérage de certaines affections.

Repérage des substances considérées comme polluantes dans le secteur de l'alimentation.
Employé dans le secteur de l'alimentation tels que (le lait, le pain).

Dans le domaine médical, il est utilisé comme biodétecteurs pour identifier et
diagnostiquer les sucres dans les urines, ainsi que l'alcool et la choline (Dijkman et al.,
2013).

Utilisé comme un catalyseur dans le processus de bioremédiation des composés
phénoliques (Delannoy et al., 2004).

Utilisé dans le processus de traitement des eaux usées contenant des substances
phénoliques et aminées.

Travailler dans le secteur du textile Les oxydases peuvent étre utilisées pour réduire la
formation de bouloches sur les tissus, améliorant ainsi l'apparence et la durée de vie des
vétements.

production de sondes d'’ADN et d'ARN (Diao, 2012).Les oxydases peuvent étre utilisées
pour marquer les sondes d'ADN et d'ARN avec des étiquettes détectables. Par exemple :
Marquage par la peroxydase de raifort (HRP) : Cette enzyme est couramment utilisée
pour conjuguer des sondes d'ADN ou d'ARN avec des marqueurs colorimétriques ou
chimioluminescents. Une fois la sonde hybridée a sa séquence cible, la HRP peut
catalyser des réactions qui produisent un signal détectable, facilitant I'identification de la
séquence cible.

Ces enzymes sont employées dans la préparation de pate papetiére et dans le domaine de

la pharmacie et des cosmétiques (Czerwiec, 2020).
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Matériel et Méthodes

1. Présentation de la région d’étude

Nous avons sélectionné le sol thermal comme source d'isolement des champignons

filamenteux. Les échantillons du sol ont été prélevés a partir de sol a acot¢ de Hammam EI-

Baraka (Figure 05), situé a El Hadjeb, dans la wilaya de Biskra. Cette derniére est située dans le

sud-est de I'Algérie, elle couvre une superficie de 21 671,2 km?, et se trouve a une altitude de

125 métres au-dessus du niveau de la mer. La wilaya de Biskra se caractérise par un climat aride

(Sedrati, 2011).

Nord : La wilaya de Batna.

Au nord-ouest : La Wilaya de M'sila.
Au sud-ouest : La Wilaya de Djelfa.
Au sud : La Wilaya d'EI Oued.

Au nord-est : La Wilaya de Khenchela.
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Figure 05 : Carte de situation géographique de la ville de EI Hadjeb (MEGUENNI-

TANI,2013).

2. Echantillonnage

L’échantillonnage est une phase essentielle puisque de sa bonne réalisation va dépendre

la fiabilité des résultats, qu’il s’agit de I’isolement des champignons filamenteux a partir du sol
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Figure 06: Photo originale du site de prélevement de Hammam El-Baraka (EIl hadjeb —Biskra)

Dans I’horizon de 10 cm d’épaisseur que 1’on recherche généralement les champignons
du sol (Davet et Rouxel, 1997). Nos prélévements sont pratiqués le 26/02/2024, a ’aide d’une
spatule, en prenant les précautions d’usage de désinfection des outils (flambage a I’alcool
éthylique a 90 %) pour éviter tout risque de contamination des échantillons. Ces derniers sont
recueillis dans des flacons en verre stériles, puis ils sont conservés dans un endroit frais (4—-6°C)
(Rouxel et Bouhot, 1971)

3. Isolement
3.1. Préparation des milieux de culture

Le SDA (Sabouraud Dextrose Agar) et PDA (Potato Dextrose Agar) sont les deux
milieux de culture utilisés dans notre étude, qui sont des milieux courans pour I’isolement et la

culture de diverses especes fongiques (Mondo et al., 2016).
3.2.Préparation des suspensions de sol et les différentes dilutions

Dans un premier temps, on a préparé la solution mere du sol en ajoutant un gramme de
sol dans un tube contenant 9 ml d'eau distillée stérile. Apres la préparation de la solution meére,
une série de dilutions décimales a été réalisée jusqu'a atteindre la dilution 10 (Figure 06). A
chaque fois, le tube est fortement agité au Vortex pendant une durée de 3 minutes, afin

d’homogénéiser la solution (Leghlini, 2013).
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3.3. Ensemencement

L'ensemencement est effectué autour d'un bec bunsen, ou une micropipette est utilisée
pour prélever 1 ml de la suspension du sol, et elle est inoculé dans une boite de Pétri contenant le
milieu de culture préalablement coulé (avant sa solidification totale), ensuite on procéde a une
homogénéisation en agitant manuellement les boites, et en effectuant un mouvement circulaire
dans le plan vertical., les boites inoculées sont placées dans une étuve thermostatée a une
température de 30°C, et surveillées quotidiennement pendant une semaine (Dendouga, 2017). La
méthode d'ensemencement en profondeur utilisée dans la présente étude est adoptée pour les
microorganismes aérobies, dans notre cas les champignons filamenteux. Chaque dilution a été

versée dans une boite de Pétri contenant le PDA semi-refroidi (= 40 °C).
4. Purification

Une fois que les premieres colonies fongiques sont apparues, on procéde a un repiguage
au centre de chaque colonie dans une autre boite Pétri contenant préalablement le milieu gelosé.
On répéte l'opération jusqu'a ce qu'on obtient un isolat pur. Au cours de cette opération, le
repiquage doit se faire en prélevant un fragment de la colonie a purifier a l'aide d'une anse
stérilise, et en évitant tout contact avec les autres colonies voisines de la méme boite. Ce
morceau est placé au milieu d'une nouvelle boite ou la date de repiquage et les coordonnées de
la bofte de prélevement sont indiqués (Hamidou et al., 2016). Les boites sont incubées dans une
étuve thermostatée a 30°C. Au cours de I’étape de purification, on a travaillé dans des conditions
strictement stériles afin de réduire au minimum les repiquages successifs pour d'obtenir des

colonies pures, dont chacune présente le méme aspect morphologique (Boudih, 2011).
5. ldentification

L'identification réalisée dans la présente étude repose sur une observation macroscopique

et microscopique de chaque isolat pure obtenu
5.1. Etude macroscopique

On se basant sur les résultats des examens macroscopiques et les clés d’identification des
références d’identification, on peut déterminer le genre du champignon facilement, et on peut
méme ou au moins rapprocher a I’espéce.. Selon Guiraud (1998), I'examen macroscopique
permet d'identifier les caractéristiques culturelles principales de chaque isolat, telles que ; la

vitesse de croissance des colonies, la couleur des colonies, leur évolution au fil du temps, I'aspect
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de la surface, la couleur de l'envers des boites, I'odeur des colonies et le changement de la

couleur du milieu utilisé.

Dans notre étude on a basé sur I'observation des colonies a I'ceil nu, en examinant les caractéres

suivants :

L’aspect de la colonie : duveteux, laineux, granuleux.

La forme de colonie : plat, plissé

v
v
v' Lataille de colonie : petite, étendue
v" La couleur de colonie : blanche, créme ou colorée (vert, orangé...)
v Vitesse de pousse de la colonie

5.

2. Etude microscopique

Les résultats de I’identification microscopique confirment I’examen macroscopique. Une
colonie fongique est examinée macroscopiquement apres avoir effectué un étalement entre lame
et lamelle et coloration de la préparation avec du Bleu Cotton ou lactophénle. La plupart des
élements importants de la colonie a étudier sont identifiables a I'aide d'un examen a l'objectif x40
comme le thalle, les spores, I'aspect des spores, les modes de formation des conidies, le mode de
groupement des conidies, I'implantation des cellules conidiogénes, la présence de structures
protectrices provenant de la reproduction asexuée ou sexuée, la présence des chlamydospores
(Cahagnier, 1998 ; Tabuc, 2007).

6. Recherche d'oxydase

Pour tester la production de I’enzyme oxydase par chaque isolat fongique obtenu, un
disque d'oxydase (N, N, N, N tetramethyl —p-phenylenediaminedihydrochloride) est placé sur la
surface d'un milieu gélosé coulé préalablement dans une boite de Pétri. En utilisant, une anse de
platine stérile et la mettre sur le disque, on observe immédiatement une couleur violet foncée sur
le disque, ou en quelques secondes. Si le disque est incolore, l'isolat est considéré comme non

productrices d'oxydase (Camille, 2014).
7. Conduite de la fermentation
7.1. Milieu de fermentation

Les déchets de datte sont préalablement séchés a l'air libre avant d'étre broyés a l'aide
d'un moulin électrigue ménagé afin d'obtenir une farine avec des particules de 1 mm. Elle est

conservée a une température de 4 °C dans des flacons en verre, afin de réduire au minimum les

17



Chapitre 3 : Matériel et Méthodes

réactions hydrolytiques. On suspend la farine de dattes dans de I'eau distillée, eton expérimente
différentes concentrations de dechets de dattes (de 1 a 3 %). La composition du milieu de
production de I'enzyme comprend : la farine de dattes a la concentration testées, 0,1% de sulfate
d'ammonium (la meilleure source d’azote utilisée par les moisissures pour produire des enzymes)
et 0,5 % d'extrait de levure (source de divers facteurs de croissance). Le pH du milieu est ajusté
initialement a 7. Les récipients inoculés ( 10° ) sont fermés hermétiquement et sont incubés a
30°C pendant 3 jours. (Gokhale et al., 1991).

7.2. Préparation de I’inoculum
A. Préparation de suspension des spores

Lors de manipulations ou d'expériences de microbiologie, il est fréquent de mesurer le
nombre de cellules viables dans une culture, que ce soit sur un milieu solide ou en suspension
dans un milieu liquide. Il peut étre question de bacteries, de levures, de moisissures ; d'algues
unicellulaires, et ainsi de suite. Le nombre de spores de la suspension fongique est estimé par
I’utilisation de la cellule de Malassez sous microscope photonique a 1’objectif x40, et en utilisant

la formule suivante :
N= N mean . n-103/Vtot

N mean : NOMbre moyen de cellules par rectangle

n : nombre d'unités de volume contenues dans le volume total de la cellule correspondant a

I'unité (rectangles) ou (carres) de la grille
Vot : Volume total de la cellule de comptage
N : nombre de micro-organismes par ml

B. Par des disques
La méthode consiste a prélever avec le bout inférieur d’une pipette Pasteur stérile un

disque d’une culture agée de 3 a 5 jours de la souche a examiner (Dendouga, 2016)

Récupération de la biomasse
La biomasse fongique est récupérée en filtrant le milieu de fermentation sur papier
Wattman n°1, apres ...jours d’incubation. Apres avoir rincé a I'eau distillée, le contenu du papier
est ensuite déversé dans des creusés préalablement pesés et séché dans une étuve réglée a 105 °C

jusqu'a ce qu'il atteigne un poids constant (Gonzalez et al., 1992).
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Résultats et discussion

Résultats :1solement et purification

Les résultats d’isolement des champignons filamenteux a partir du sol collectés Du

Hammam El-Baraka d’El-Hadjeb (Biskra) sont résumés dans tableau O1.

Identifier un champignon, c’est d’abord lui reconnaitre ’appartenance a un genre, qui est

un groupement d’organismes liés entre eux par des caractéres communs (Cahagnier, 1998).

Dans notre travail, on a basé sur 1’étude des caractéres macroscopiques et microscopiques

de chaque souche fongique sur PDA confirmée par notre promotrice Dr. DENDOUGA Wassila

de 'université de Biskra. L’identification microscopique étant fondée essentiellement sur I’étude

morphologique de mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation...) et des

spores (forme, couleur, texture de parois). Les isolats fongiques caractérisés sont consignés dans

le meme tableau.

Tableau 01: Résultats de I’isolement des champignons filamenteux a partir du sol thermal et

leur identification morphologique

isolat

Description

Aspect

macroscopique

Aspect microscopique (
x 40)

Trichoderma sp.H1

colonie de couleur verte au
centre et blanc au bord. .
Aspect : laineux. Relief de la
colonie : plat. Les
conidiophores : avec
ramification. Phialides : en
forme de flasque souvent
courbées en spires de deux,
trois ou quatre verticillées.
Conidies : sous-globuleuses
vert foncé, courtes

ellipsoidales

Mucor sp.H1

Le revers reste d'un blanc
pale. les hyphes sont a peine
ou non septés , les
sporangiophores sont longs

et se terminent par
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des sporanges ronds
filaments cloisonés
-sporocyste globuleux
-spores rondes

Aspergillus
terreus.H1

Duveteuse a poudreuses,
beige a cannelle
Conidiophore : lisse, incolore
Vésicule : Hémisphérique
Conidies  petites  lisses,
globuleuses a légérement
elliptiques

Alternaria sp.H1

colonie brunfoncé.

Aspect : velouté a laineux.
Relief de la colonie : plat.
Conidies : brunes, lisses en
forme de mures, produites en
chaines, en forme de massue,
cloisonnées
longitudinalement et
transversalement.
Conidiospores  :  septés,

lisses, droits.

Fusarium sp.H2

Mycélium cloisonnée, thalle
compose d'hyphes septés, de
couleur blanche a violacée.
sont septés et hyalins.
Phialides (monophialide)
sont longues et

fines.

Conidies : macroconidies
sont de forme

fusiform

Aspergillus sp.H2

colonie de couleur verte au
centre et blanc au bord.
Aspect : colonie granuleuse.
Relief de la colonie : plat.
Pigment : dans certains

21




Chapitre 4 :

Résultats et discussion

milieux existe un pigment
jaune. Conidiophore : lisse,
jaunatre, généralement
longue. Vésicule: ovale.
Phialides: portées par des
métules insérés sur tout le
pourtour de la vésicule.
Conidies: globuleuses,

échinulée

Penecillium sp.H1

colonie de couleur vert
sombre. Aspect : poudreux.
Relief de la colonie : colonie
avec un centre bombé.
Hyphes : septés, hyalines.
Conidiophores : sont
triverticilés et régulierement
ramifiés. Meétules : portent
les phialides qui forment les
longues chaines de conidies.
Phialides :

unes contre les autres,

sont serrées les

I’ensemble donne une image
de pinceau Conidies : sont

rondes, hyalines, lisses.

Cladosporium sp.H3

Thalle composé d'hyphes
septés, cloisonnés et

ramifiés, de couleur olive a

brun fonce.
-Conidiospore : naissent en
position latéral ou

quelquefois terminales sur

I'nyphe

2. Teste d’oxydase

Cet examen est utilis¢ comme un indicateur redox qui passe d’une teinte incolore (quand

c’est réduit) a une couleur violet- foncé (quand c’est oxydé). Les champignons qui possédent le
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cytochrome C sont capables d’éliminer des électrons (oxyde) de cet indicateur redox, cause pour

laquelle la couleur change ( Camille, 2014 ).

Les résultats de 1’activité oxydase sont présenté dans le tableau 2, le test est positif pour
tous nos isolats, suite a I’observation immédiate d’une teinte bleue foncée, c’est-a-dire que ces

champignons possedent une enzyme cytochromique dans la chaine respiratoire

Tableau 02 :Résultats de tests d’oxydase pour les isolats

Mucor sp.H1 Aspergillus sp.H2 Aspergillus Penecillium sp.H1

terreus.H1

Fusarium sp.H2 Trichoderma sp.H1 Cladosporium sp.H3 Alternaria sp.H1

3. Détermination de pH

La plupart des champignons se développent a des pH plus ou moins acides (Berthier et
Valla, 1998). Outre la croissance, le pH joue un rdle primordial dans la production de

métabolites, entre autre les différentes enzymes (Larpent, 1991).

Apres fermentation durée trois jours (pour les deux méthodes d’inoculation). Les
résultats des mesures du pH sont présentés dans le tableau 03 et 04. Une diminution remarquable
du pH a été notée apres fermentation pour tous les isolats et pour les trois concentrations des
déchets de dattes.

D’apres la figure 7, nous avons constaté qu’il avait une chute de pH a une valeur autour

de 5 dans le milieu de culture de chaque isolat par rapport au pH initial qu’est de 7. Cette chute
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du pH est expliquée par la dégradation de la matiére organique et la formation des acides
organiques par la moisissure.

Tableau 03: pH final des milieux de fermentation (inoculation par suspension de spores).
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Figure 07 : pH final des milieux de fermentation inoculés par suspensions de spores.

les mémes observations sont notées pour le pH final des milieux de fermentation inoculés

par la méthode par disques. Les résultats obtenus sont mentionnés le tableau 4 et la figure 08.
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Tableau 04: : pH final des milieux de fermentation (inoculation par méthodes des disques).

T
(2] 3
x -~ (%)
g% T 3 o |8 3 ~
T B Q “ T T N s X
pH S S S Q “ ~ a - \
2 o g 2 g g T a @ @
S s S S g S S
= ] Q < = a S = =
c I S b S = o S &> &>
v Q <] o < Q ') ‘= o S
(S < S Iy U Q S v v
5 3 L S | 3 3 &
O T S S < Q S < < <
C=1% 5.63 5 5 5.8 5.16 5.5 5.55 5.58
C=2% 55 55 | 525 | 5.25 5.01 5 5.48 5.15
C=3% 5.32 | 5.51 | 5.75 5 5.05 5.4 5 5.42
6
5.8
5.6
5.4
5.2
5
4.6
> L X > > o N oo
,bsQ' R KR R &K R &> R
& L 8 & ® & & N
OE}Q} HQO‘\ &@«‘\ zcx\\\ > 0,_;5‘\ .\\0‘9\' &
'\{\é\ O’bbo = QQ’Q & QQ} N VbQ
N

HC=1% mC=2% mC=3%

Figure 08: pH final des milieux de fermentation inoculés par la méthode de disques.

4. Récupération de la biomasse

Les résultats des mesures de la biomasse de chaque isolat apres fermentation par les deux
méthodes d’inoculation (suspension de spores et les disques mycéliens) sont résumés dans le
tableau 5 et 6 et les figures 8 et 9.
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Tableau 05 : Biomasse de chaque isolat réecupérée apres fermentation-inoculation par

suspension de spores
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Figure 09: Résultats de la biomasse récupérée apres fermentation- inoculation par suspension de
spores.
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Tableau 06: Biomasse de chaque isolat récupéré apres fermentation- inoculation par la
méthode des disques.
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Figure 10: Résultats Biomasse récupéré par la méthode des disques

On comparant les résultats des mesures de biomasse de chaque isolat par les deux
méthodes, on observe clairement que la méthode de disque nous a donné le meilleur rendement

en biomasse que 1’autre méthode pour tous les isolats.

V. Discussion

La comparaison de nos résultats de la caractérisation morphologique avec les clés
d’identification ont permis de déterminer le genre de chaque isolat, et de rapprocher a I’espece
pour d’autres cas. En effet, I’identification phénotypique est insuffisante pour la détermination
de certaines especes de champignons filamenteux, il y a des tendances aujourd’hui a développer
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des méthodes plus rapides d’identification reposant sur 1’étude des acides nucléiques (Almi,
2016). En effet, méme I’identification moléculaire par I’utilisation des amorces universelles

(ITS) reste insuffisante pour la différenciation de certaines espéces.

Dans la présente étude on a pu isoler a partir du sol de Hammam El-Baraka situé a El
Hadjeb-Biskra , 7 genres de champignons filamenteux . Il1 s’agit de Trichoderma
sp.H1,Cladosporium sp.H3, Alternaria sp.H1Penecillium sp.H1, Mucor sp.H1 ; Fusarium
sp.H2, Aspergillus terreus.H1, Aspergillus sp.H2

Plusieurs ¢études ont rapporté la prédominance des espéces d’Aspergillus et de
Penicillium dans le sol, expliquée par leur grande vitesse de production des spores et leur
aptitude de dispersion ainsi que leur résistance aux conditions extrémes (Demirel et al., 2005 ;
Banakar et al., 2012 ; Dendouga et al., 2016 ; Dendouga et al., 2017)

Le deuxieme objectif du présent travail était de tester la production d’oxydase par chaque
souche fongique isolée, en suivant la méthode des disques imbibés par la suspension fongique.
Les résultats obtenus ont montré la présence d’oxydase (test positif) chez la totalité de nos
isolats. Le test est consideré positif avec I'apparition d'une coloration bleu foncee a violette dans

un délai de 30 secondes.

Plusieurs travaux sont réalises dans le cadre de cribler des champignons producteurs
d’enzymes de la classe d’oxydase. Selon Dassi et al. (2016), parmi 51 souches fongiques testees,
31 ont présenté une activité significative d'oxydation du gaiacol exprimée au cours de la
premiére semaine d'incubationa a 30°C sur milieu solide,uneméthode de criblage qualitatif pour
la production d'enzymes a été réalisée par inoculation de morceaux de mycélium de 1 cm de
diametre provenant de chaque souche sur le milieu spécifiqgue pour l'activité enzymatique

donnée.

Les mesures du pH final des milieux de fermentation de chaque isolat, ont permis de
noter une diminution de pH dans tous les milieux inoculés par 'une des deux méthodes, cette
diminution est liée a la production des métabolites par les champignons filamenteux, notamment

les enzymes

Dans la méme contexte, Botton et al. (1990), expliquent que cette diminution peut étre

due a une libération d’acides organiques dans le milieu.

Aprés la récupération de biomasse des champignons filamenteux, on constate que le

milieu de fermentation utilisé dans notre travail est approprié pour la prolifération et la
28
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croissance de tous les isolats a cause de leur richesse par les composés organiques et en protéines
et de glucides. Les déchets des dattes peuvent également étre utilisés pour produire des

métabolites, tels que des enzymes, des peptides et des composés chimiques.

Wardle (1992), a démontré que la variation de niveau de la biomasse microbienne
dépend de la composition de milieu et des conditions environnementales telles que; la

température et I’humidité.
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Conclusion

L’objectif du présent travail est d’une part d’isoler des champignons filamenteux a partir
d’une source thermale, et de tester leur capacité a produire des enzymes (oxydases), et d’une
autre part de valoriser les déchets de dattes comme milieu de fermentation pour les champignons

filamenteux isolés, qui peuvent présenter un intérét industriel.

La sélection du site de prélevement de Hammam El-Baraka d'El-Hadjar (Biskra) repose
sur deux critéres essentiels : la température élevée (source thermale) et la salinité élevée du sol,
qui le rendent un milieu extrémes Il est possible que ces conditions extrémes accroissent les

chances d'isoler des champignons filamenteux extrémophiles.

Dans la présente étude, on a pu isoler et purifier 08 souches de champignons filamenteux
a partir du sol de Hammam El-Baraka d'El-Hadjar (Biskra). L’identification morphologique
(macroscopique et microscopique) a permis de déterminer le genre de chaque isolat, de
déterminer I’espéce de certains isolats et de rapprocher a 1’espéce de d’autres isolats, qui reste a
confirmer par les méthodes moléculaires. Les isolats obtenus sont: Trichoderma sp.H1,
Cladosporium sp.H3,Alternaria sp.H1, Penecillium sp.H1, Mucor sp.H1 ; Fusarium

sp.H2, Aspergillus terreus sp.H1, Aspergillus terreus sp.H1.

Avec la présente ¢tude on a constaté la richesse et 1'utilit¢ des déchets de dattes comme
milieu de fermentation pour les champignons filamenteux isolés, suite a une croissance
importante prouvée par les mesures de biomasse de toutes les souches examinées. Les déchet de
dattes contiennent des composés organiques tels que les sucres, les fibres, les protéines, etc. Ce
qui rendre les déchets de dattes comme une source de nutriments intéressante pour la croissance

et la production d'enzymes par ces microrganismes.

La production d’oxydase par les isolats fongiques obtenus est testée par la méthode de
disques imbibés par la suspension fongique. Les résultats obtenus ont montré la capacité de
production d’oxydase par tous nos isolats fongiques. Cela montre I’intérét biotechnologique et
industril de ces isolats et la possibilité de les exploiter dans les différents domaines apres

purification et des études approfondies.
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Résume :

Dans le cadre d’isoler des champignons filamenteux extrémophiles on a suivi la méthode de
suspension-dilution, cette derniére a permis d’isoler 8 souches différentes de champignons
filamenteux a partir de sol d’une source thermale (Hammam El-Baraka, d'El-Hadjeb- Biskra).
L’identification microscopique et macroscopique a confirmé le genre de chaque isolat, et I’espéce de
certains, il s’agit de : Trichoderma sp.H1, Cladosporium sp.H3, Alternaria sp.H1. Penecillium
sp.H1, Mucor sp.H1 ; Fusarium sp.H2, Aspergillus terreus sp.H1, Aspergillus terreus sp.HlLa
capacité de chaque isolat a produire I’enzyme oxydase est testée par la méthode de disques. Ce test a
révelé la présence de cytochrome oxydase (test +) chez tous nos isolats. L’utilisation des déchets de
dattes comme milieu de fermentation avec trois concentration différentes (1% ; 2% ; 3% a révélé leur
richesse en élements nutritifs traduite par la biomasse recupérée de chaque isolat apres 5 jours de
fermentation.

Mots clés : champignons filamenteux ,sol ,genres ,enzymes oxydases

Abstract

As part of isolating extremophilic filamentous fungi, we followed the suspension-dilution method,
the latter made it possible to isolate 8 different strains of filamentous fungi from the soil of a thermal
spring (Hammam EIl-Baraka, El-Hadjeb-Biskra). Microscopic and macroscopic identification
confirmed the genus of each isolate, and the species of some, these are: Trichoderma sp.H1,
Cladosporium sp.H3, Alternaria sp.H1. Penecillium sp.H1, Mucor sp.H1; Fusarium sp.H2,
Aspergillus terreus sp.H1, Aspergillus terreus sp.H1The ability of each isolate to produce the oxidase
enzyme is tested by the disk method. This test revealed the presence of cytochrome oxidase (test +)
in all our isolates. The use of date waste as a fermentation medium with three different
concentrations (1% ; 2% ; 3%°) revealed their richness in nutrient elements reflected by the biomass
recovered from each isolate after 5 days of fermentation.

Keywords: filamentous fungi, soil, genera, oxidase enzymes
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