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Résumé

Etude de quelques activités enzymatiques de souches de levures et moisissures isolées

d’un échantillon du sol irriguée des eaux usées
Résumé

Notre travail s’est intéressé a 1’étude de quelques activées enzymatiques des levures et
moisissures isolées a partir de sol irriguée par les eaux usées de 1’Oued Meskiana Oum

albaoughi.

Ce travail s’intéresse a la mise en évidence des activités hydrolase chez les souches
levuriennes et moisissures, pour cela la premicre partie de ces travaux de recherche a porté sur

I’isolement des souches lévariennes et moisissures a partir de sol prélevé.

Les souches ont ét¢ d’abord purifiées sur le milieu Sabouraud pour les levures et
PDA pour les moisissures, avant d’étre ensemencées sur des milieux spécifiques pour
révéler les différentes activités enzymatiques recherchées. En fait, ces milieux contenaient du
I’amidon, de la cellulose, de la L-tyrosine, de la gélatine, et du tween 80 et ceci pour
détecter la production du I’amylase, la cellulase, la L-tyrosinase, la Gélatinase, et lipase

incubée pendent 347 jours a 25 a 30°C.

La plupart des souches sélectionnées montrent des résultats positifs, la cellulase et
I’amylase sont les enzymes les plus produites par nos souches de levures, cependant la
gélatinas et la tyrosinase et la lipase sont les moins répondus pour les levures. Et pour les
moisissures 1’amylase et la cellulase, la lipase sont les enzymes les plus actifs, tandis que la

gélatinas et la tyrosinase ne produits pas par les isolats testés.

Ces résultats montrent clairement que ce sol irrigué d’eaux usées représente une
source important de souche possédant un potentiel de production des enzymes doté des

applications industrielle.

Mots clés : le sol, activité enzymatique, levure, moisissure.
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Résumé

Study of some enzymatic activities of strains of yeasts and molds isolated from soil

samples irrigated with wastewater
Abstract

Our work focused on the study of some enzymatic activation of yeasts and molds

isolated from soil irrigated by wastewater from the Oued MeskianaOumalbaoughi.

This work focuses on the demonstration of hydrolase activities in yeast and mold
strains, for this the first part of this research work focused on the isolation of yeast and mold

strains from sampled sole.

The strains were first purified on Sabouraud medium for yeasts and PDA for molds,
before being inoculated on specific media to reveal the different enzymatic activities sought.
In fact, these media contained starch, cellulose, L-tyrosine, gelatin, and tween 80 to detect the
production of amylase, cellulase, L-tyrosinase, gelatinase,andlipase incubated for 3-7 days at

25-30°C.

In the light of these results, we can say that there are yeast isolates and mold isolates
obtained after isolation made one or more enzymatic activity (amyloritic activity proteolytic
activity cellulosic activity lipid activity) , as there are isolates does not do one or more

enzymatic activity

Most of the strains gave positive results which demonstrate their importance,
cellulase and amylase are the enzymes most produced by our yeast strains, while gelatin and
tyrosine and lipase are the most common yeasts. And for molds amylase and cellulose, lipase
are the most active enzymes, while gelatin and tyrosine are not produced by our mold strains.

These results clearly show that this soil irrigated with wastewater represents an

important source of strain with a potential for the production of enzymes with industrial

applications.

Keywords: soil, enzymatic activity, yeast, mold.
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Introduction

Le sol est un produit écologique largement exploré comme niche pour les microorganismes

qui produisent des composés naturels biologiquement actifs (Ganesh Kumar et al, 2010).

Les microorganismes (les champignons, les bactéries, les algues, les protozoaires...) Jouent
un réle important a la fois dans la formation du sol et dans son fonctionnement (Robert et Chenu,

1992).

Les champignons microscopiques (ou mycetes) sont des organismes hétérotrophes non
photosynthétiques. Ils se répartissent en deux grands groupes : les levures et les moisissures

(Bousseboua 2003).

En général, les moisissures du sol forment une biomasse aussi importante que celle des
bactéries. Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales a 1’équilibre écologiques des
sols, par : leurs interactions avec les systémes racinaires des plantes, leur aptitude de colonisation et
de dégradation des débris organiques de grande taille et des composés de structures complexes. De
nombreux travaux indiquent la prédominance de : Mucor, Trichoderma et Aspergillus, alors que
Rhyzopus, Fusarium, Zygorhynchus, Cephalosporium, Cladosporium et Verticillium sont

couramment isolés.

Les levures sont des micro-organismes eucaryotes qui incluent un groupe hétérogene de
microbes représentant les phylums ascomycétes et basidiomyceétes. La levure joue plusieurs rdles
importants fermentation alimentaire, y compris la production d’alcool, la production et utilisation
d’acides organiques, amélioration de la saveur, de 1’arome et de la texture, amélioration des
propriétés nutritionnelles et réduction des facteurs antinutritionnels et des toxines (Amit et al,

2018).

Les enzymes d’origine microbienne présentent des propriétés et des spécificités diverses.
Ces propriétés refletent de plus en plus leurs utilisations dans divers domaines d’applications, tels
que I’industrie alimentaire humaine et animale, les détergents pour lessives, I’industrie des tanneries
et ’industrie pharmaceutique. Environ 40% des enzymes industrielles sont d’origine fongique
(Botton et al. 1990). Appartenant aux enzymes de la famille des hydrolases telles que, 1’a-amylase,
la cellulase, la gélatinas, tyrosinase, lipase, sont parmi les plus importantes enzymes a 1’échelle

industrielle, ce qui les rendent I’un des outils-clés des biotechnologies (Little, 2004).

En effet, le marché mondial des enzymes est représenté par 80% des hydrolases,

Particulierement les amylases et les protéases et les cellulases et Gélatinase... (Morvan ,2010).La
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demande de différentes enzymes est en augmentation continue.les enzymes de champignons sont de
plus en plus utilisées en industries pour faciliter les Procédés et diminuer le colit énergétique du

produit fini en particulier dans les IAA (Industrie Agro- Alimentaire).

Ce travail a pour objectif est I’é¢tude de quelques activités enzymatiques des souches de

levures isolées d’un échantillon du Sol irriguée des eaux usées.

Il s’articule autour de deux axes principaux. Nous avons isoler des souches de levures et de
moisissures a partir d’un sol bien déterminé. Par la suite, nous avons étudiés quelques activités
enzymatique de quelques isolats choisi aléatoirement a savoir (Recherche de I’amylase,

Recherche de la gélatine, Recherche de lipase, Recherche de I-tyrosine, Recherche de cellulose).

Cette mémoire est scindée en trois parties : La premicre partie est consacrée a une revue
bibliographique composée de deux chapitres. Le premier chapitre décrit la biodiversité de la flore

du sol particulierement en levures et en moisissures .

La deuxieme partie de ce travail est dédiée a la partie expérimentale, qui regroupe les
différentes étapes utilisées dans cette étude : isolement des souches, purification, conservation et le

test enzymatiques.

La troisiéme partie est consacrée a une synthése des principaux résultats obtenus, qui sont

discutés et suivis par une conclusion générale et des perspectives pour ce travail de recherche.
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Microbiologie Du Sol

I.  Le sol, une ressource dynamique vivant

1 Lesol

Le sol est un milieu fragile et trés complexe, trop longtemps considéré comme un simple
support de l'agriculture. C'est un milieu vivant, interface entre la biomasse, l'atmosphére et
I'hydrosphére. Le sol joue un réle prépondérant dans le déterminisme de la qualité des eaux, de l'air
et de la chaine alimentaire (Sara raouia ; 2008).Les cinq principaux facteurs impliqués dans la

formation du sol sont la roche mére, le climat, la topographie, 1'activité biologique et le temps
(Figure 1) (Atlas et al. 1992).

Végétation
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Figure 1 Schéma d’une coupe du sol (Ed.Didier, 2005).

2 Les composants du sol
Les propriétés et le fonctionnement du sol, qu'il soit naturel ou cultivé, sont largement
Déterminés par les propriétés individuelles de ses constituants et par leurs proportions Relatives. Le

sol est un milieu polyphasique composé d'une phase solide (minérale et organique), d'une phase

3



Microbiologie Du Sol

liquide, d'une Phase gazeuse et solide, colonisé par des organismes vivants (Tableau 1) (Djigal,

2003), dont quelques exemples (Figure 2).

MO totale du sol (0,1% - 10%)

LOoMmMposants il nerau

PAD labile 10-30%
MO stable TO-90%

=0

MO mon vivante S0%

MO vivante

Racimes 5-10%
Faune 15-30%
Micro-organismes 60-80%

Figure 2 Les composantes du sol (Pankhust et al, 2012).
2.1 La phase solide
Elle est constituée par des minéraux et des matieéres organiques en proportions variables. On

pourrait considérer les organismes vivants du sol comme une partie de la phase solide, puisqu'ils ne

sont ni gazeux ni liquides (Tableau 1)(Calvet, 2003).
On distingue deux fractions dans le sol :
a. Fraction minérale

Les minéraux constituent, en général, de 95 a 99% du sol. La composition minérale dépend
de la nature de la roche-meére. La nature des minéraux peut étre extrémement diverse avec des
tailles granulométriques différentes : Sable (@ = 2000 a 50 um), Limon (@ = 50 a 2 pm),-Argile
granulométrique (@ < 2pm) (Figure3) (Quenea, 2004).
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Figure 3Texture et structure du sol (Atlas et al. 1992).

Texture d'un sol correspond a la répartition des minéraux par catégorie de grosseur,
indépendamment de la nature et de la composition de ces minéraux. Les sols sont classé€s suivant

leurs proportions relatives en particules argileuses, limoneuses et sableuses (Atlas et al. 1992).

b. Fraction organique

La fraction organique d'un sol est constituée a plus de 80% de mati¢re organique morte
(résidus de plantes et d'animaux en état de décomposition naturelle) (PAUL et al. 1996).On trouve
aussi des organismes vivants : des bactéries dont beaucoup d’actinobactéries, des Champignons et
une microfaune formée de protozoaires, nématodes, insectes et vers de terre ( Figure4) .(Quenea,

2004).

Le sol est un habitat généralement favorable a la prolifération des microorganismes, leur
nombre est supérieur a celui trouvé dans les eaux douces ou marines : La population microbienne
s'éléve a des valeurs comprises entre 106 et 109 bactéries par gramme de sol (Artiola-Fortuny et

al. 1982).
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Figure 4Les fractions de matiére organique et leur dynamique dans le sol. (Gaillard ; 2001).
2.2 La phase liquide du sol
L'eau peut étre présente dans les sols sous forme de solide, de vapeur et dans sa forme
habituelle a I'état liquide (Tableaul)(Lavelle et Spain, 2002). L'é¢tat liquide de 1'eau se présente
sous trois formes.
v L'eau libre des fissures, a laquelle s'ajoute I'eau de ruissellement superficiel ; elles circulent
en entrainant une partie des composés du sol.
v’ l'eau interstitielle ou de percolation, circulant entre les grains du sol et constituant les nappes
phréatiques.
v l'eau d'imbibition qui est soit adsorbée a la surface des grains, soit absorbée par certains

corps hygroscopiques comme les argiles (Frontier et Pichod-Viale, 1995).
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L'eau qui circule dans les pores du sol (eau de percolation) véhicule une grande diversité de

matériels dissous ou en suspension (organiques, inorganiques, organo-minéral).

Les échanges ioniques entre I'eau et le substrat solide, en particulier les argiles constituent
une des fonctions du sol les plus importantes pour la nutrition végétale (Frontier et Pichod-Viale,

1995).

2.3 La phase gazeuse : atmosphére du sol

Un mélange de gaz et de vapeur d'eau forme I'atmosphere a l'intérieur des pores du sol. Les
plus importants de ces gaz sont 1'O> provenant de 1'atmosphere et le CO> provenant des respirations
et fermentations des organismes du sol et des organes non chlorophylliens des plantes supérieures

(Tableau 1)(Frontier et Pichod-Viale, 1995).

Tableau 1 Principaux constituants du sol (soltaner, 2003).

Constituants solides Constituants Constituants gazeux
liquides (atmosphére du sol)
Minéraux organiques (solution du
sol)
Désagrégation Précipitations Air hors sol, maticre
Origine physique et altération Décomposition des nappes en décomposition
biochimique des étres vivants ruissellement. respiration.
roches.
Origine
(météorique
phréatique) Origine (air,
Critéres de Taille Etats (vivants, Etat physique organismes) qualité
classement  (granulométrie) morts) Qualité (potentiel chimique.

qualité (minéralogie)  chimique (originelle, hydrique)

transformée) qualité
chimique
Selon granulométrie ~ Organismes vivants  Eau Gaz de I’air, N, O2,
Squelette Organismes morts Substances Co2,
(2mm) Matiéres dissoutes : Gaz issus de la
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Terre fine organiques glucides, respiration et de la

Catégorie (<2mm) Héritées : cellulose, alcools, décomposition des
Selon minéralogie : lignine résines. acides organismes : COg,

Quartz Matiéres organiques organiques et H2, CHs, NHa.......

Minéraux Humifiées : acides minéraux

silicatés fulviques, humiques, Cation et

Minéraux humines. anion

carbonatés

Les taux de CO; (0,3-3,0%) y sont aussi plus élevés que ceux de la surface du sol. L'O2 doit
diffuser rapidement dans le sol pour répondre aux besoins respiratoires des racines et des

microorganismes, le CO; aussi doit étre capable de diffuser a I'extérieur (Lavelle et Spain, 2001).

A part, le CO; et 'Oy, une variété d'autres gaz (N2O, CHs, Ha, CO...) sont présents dans
I'atmosphere du sol. Ils peuvent servir de substrats ou d'inhibiteurs a l'activit¢ des microorganismes.
La composition de l'atmosphére du sol est cruciale pour la croissance des plantes et l'activité des

organismes. (Lavelle et Spain, 2001).

II.  Diversité des microorganismes du sol

Les micro-organismes sont des étres microscopiques, pour la plupart unicellulaires. La
majeure partie de ces organismes appartient aux régnes procaryotes bactéries et Archaea, mais sont
aussi représentés chez les eucaryotes comme les Protozoaires et les Fungi. Les bactéries, les
actinobactéries et les champignons représentent l'essentiel de la biomasse microbienne du sol.

(Tableau 2) comprend les especes bactériennes récentes isolées du sol(Lavelle et Spain, 2001).

Le sol est un milieu oligotrophe, la plupart des microorganismes telluriques (algues,
protozoaires, champignons, bactéries) sont impliqués dans de nombreux processus
biogéochimiques. La communauté microbienne tellurique, qui joue un rdéle primordial dans les
cycles biogéochimiques du carbone, de ’azote et d’autres élément, exercent également des effets

bénéfiques ou déléteres sur la croissance et la santé des plantes. (Zinger, 2009).

La diversité microbienne est donc vaste tant du point du vue de la diversité taxonomique du

point de vue des fonctions. En effet, les agents de la microflore du sol se divisent en quatre groupes:

Les bactéries, les champignons, les bactéries filamenteuses ou actinobacteries et les algues

(FigureS) (Heijden et al. 2008).
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Figure 5Diversité des microorganismes du sol (Heijden et al. 2008) .

1 Bactéries telluriques

C’est le groupe le plus nombreux et le plus vari€, puisque leur densité peut s’¢lever de dix
millions a un milliard par gramme de sol. Du fait de leur petite taille, leur poids reste inférieur a une
tonne par hectare du sol. Ce qui donne aux bactéries une place importante dans le sol, c’est leur
extraordinaire variabilité biochimique qui leur permet de transformer toutes les substances du sol et

de les faire entrer dans le monde vivant (Bourguignon et al, 2008).

Les bactéries sont des procaryotes unicellulaires de formes trés diverses. Leur taille peut
varier entre 0,3 et 3 ppm. Leur classification était habituellement basée sur des caracteres
phénotypiques incluant par exemple la morphologie des cellules (batonnets, coccis, bacilles...), la
structure de la paroi cellulaire (Gram positif, Gram négatif), la présence d’endospores, la mobilité
des cellules et la position des flagelles (Lavelle et Spain, 2001), et aussi sur des groupes

nutritionnels (hétérotrophes et autotrophes).

En effet, c'est la classification en groupe fonctionnel qui est souvent préféré, parce qu'elle
donne plus d'informations (Lavelle et Spain, 2001). Cette classification divise les bactéries en 4
groupes selon la source d'énergie utilisée (énergie lumineuse ou des réactions redox) et la nature du

donneur d'électron (organique ou minéral): les photolithotrophes, les photoorganotrophes, les

9
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chémolithotrophes et les chémo-organotrophes. Les bactéries formentune population trés diversifiée
avec une estimation de 30000 especes dans le sol (Hawksworth et Mound, 1991).Les bactéries
hétérotrophes constituent les types dominants dans le sol. De par leur consommation et
minéralisation des matériels organiques, elles représentent la plupart des flux d'énergie a travers le

sol (Bakken, 1997).

Les bactéries interviennent dans un grand nombre de processus, et d'interactions mutualistes
ou antagonistes avec les autres organismes du sol. Elles jouent un role fondamental dans les cycles
de l'azote (ammonification, nitrification, dénitrification fixation symbiotique duN2), du carbone
(décomposition et minéralisation), du phosphore, du soufre, et dans le recyclage des déchets et des
polluants comme les pesticides (Leung etal. 1997). Elles interviennent également dans le maintien

de la structure du sol, par la formation d'agrégats.
Exemples de groupes fonctionnels impliqués dans la dégradation des maticres organiques :

» Les bactéries cellulolytiques : elles dégradent la cellulose. C'est le groupe le plus important
dans la dynamique de la matiére organique, car elles décomposent la cellulose, molécule
structurelle la plus répandue chez les végétaux. (Solag, 2018).

» Les bactéries pectinolytiques : clles dégradent la pectine et ses dérivés. Les bactéries les

plus abondantes sont du genre Arthrobacter. (Supagro Montpellier, 2015).
Exemples de groupes fonctionnels impliqués dans le cycle de 1’azote (Supagro Montpellier) :

> Les bactéries ammonifiantes : Elles décomposent les mati¢res organiques
azotées en ammoniac ou en ions ammonium.

»> Les bactéries nitrifiantes : elles permettent 1’oxydation de l'ammoniac en
nitrate.

> Les bactéries fixatrices d'azote : Elles captent I'azote atmosphérique (N2) et le
transforment en composés utilisables par les plantes (ammoniac). Ce sont
notamment les bactéries symbiotiques localisées dans la rhizosphere des plantes
cultivées  (rhizobium chez les Ilégumineuses) (Figure6) (Laurent

philippot.2008).

10
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Bactéries
fixatrices d'azote
nodules de
légumineuses

Décomposeurs
(Backius 4l champignnns,
abrobies el anadsbie

Ammaonfication

Ammoniague
{NHa+)

Bactéries fixatrices d'azote
dans le sol

Mitrification

£ )

Bactéries nitrifiantes

Bactérie
denitrifiante

Nitrates

(NO3-)

Bactéries
nitrifiantes

Figure 6Exemples de bactéries intervenant sur le cycle de I’azote (Laurent philippot.2008).

Tableau 2 Les especes bactériennes récentes isolées du sol

L'endroit Références Application
Espéce bactériennes d’isolement
Noccaeacaerulescems Sud-Est Reeves L’hyper accumulution du Ni
Asiatique et débute par son absorption par
(thailand) al, 2013 les racines, suivie par son
transport vers les parties
aériennes et en fin par son
stockage sous des formes nom
les organes aériens.
Hordeumvulgare Sud Est  Jiang et al, Augmentation  DIefficience de  phyto-
Asiatique 2019 extrachom des métaux.
(Malaisie)
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Odontarrhenachalcidica Sol

Rinoreabengalesisiz

Alyssumbrtolonu

Alocasiamacrorrhiza

ultramafique
dans le sud-Est
asiatique

Malaisie
(région
de sabah)

Suéde
(région de
stockholm)

*Brésil
(montagnes du
Neblima)

Rue et al,
2019.

Cecchi et al,
2020

Fierer et
Lennon
2020

Dennis et al,
2020.

Facilation la getion des pareelles
d’agroméne, a planter de nouvelles
pousses de cette espece

Montre des comcententions en Ni de 2.71
dans les feinlles et jusqu’a 5% dans la
séve.

Influence  sur  Certaines  activité
enzymatique micobiennes, en qarticulier,
Cette impliquée dans les cycles
biogéochimiquesL.’augmentation du ph.

La respiration racinaire, 1’excrétion de
protons et le prélevement de 1’eau et des
solutés par les racines.
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2

Actinobacteries

Etymologiquement, le mot Actinomycete a été dérivé des mots grecs «Aktis» qui
veut dire rayon et «mykes» qui veut dire champignon «Champignons a rayons» ou
«Champignons rayonnants» (Lamari, 2006). Les actinobactéries ont été considérés
comme un groupe intermédiaire entre bactérie et champignons. Actuellement, ils sont
reconnus comme des organismes procaryotes. Pourtant, ces micro-organismes présentent
des similitudes a la fois avec les bactéries et avec les champignons (Andriambololona,
2010). Les actinomycetes, également connus sous le nom des actinobacteria (Perry et al.
2004), sont des bactéries dont la croissance donne lieu a des colonies circulaires et a une
morphologie complexe (Figure 7) (Colombié, 2005).

Elles sont constituées d’hyphes c’est-a-dire des filaments qui irradient par

croissance centrifuge tout autour du germe qui leur a donné naissance.

| |

WA | Y || 3

e

s =

Figure 7Microbiologie des principaux genres d’actinobacteries (sabaou, 2002).

Les actinobacteries constituent I’ordre des actinomycétales. Ce sont des bactéries
saprophytes formant des filaments minces et ramifiés, septées, bacilles a Gram positif

(Dgigal, 2003); possédant un coefficient de Chargaff (GC%) ¢élevé compris entre 60-

13



70%(Larpent, 2011). La plupart des especes sont immobiles, hétérotrophes mais certaines
sont chimio-autotrophes (Ensign et al.2007), aérobies, mésophiles et poussent de fagon
optimale dans une gamme de pH 5,0 a 9,0 avec une proximité optimale a la neutralité.

(Williams et Wellington, 2015).

3 Algues

Les algues ne sont jamais aussi nombreuses dans le sol que les bactéries, les
actinobacteries ont les champignons. Elles sont présentes en grand nombre la ou la lumicre
accede et/ ou I'humidité est adéquate. Les techniques de dénombrement ont permis de déceler
de 100 a 10 000 cellules d'algues vivantes par gramme du sol a partir d*échantillons prélevés
immédiatement sous la surface d'un sol composé de terre arable(Tableau3).
Exceptionnellement, on a pu trouver dans certains sols jusqu‘a 50 000 de ces cellules par

gramme de sol. (Boileau, 2015).

» (Clest en raison du besoin de lumicére solaire que I'on trouve les algues surtout dans les
5 a 10 premiers centimetres du sol ; en dessous, la population d'algues diminue
rapidement avec la profondeur.

» Les principaux facteurs qui influencent la flore des algues sont I'humidité et le pH.
(seagrenetAydilek ,2010).

» Les Chlorophyceae (algues vertes) et les Cyanophyceae (algues bleues) sont moins
sensibles a la sécheresse que les diatomées. Les fleurs d'eau se produisent surtout en
saison fraiche, humide, durant la quelle I'intensité Lumineuse n'est pas nécessairement

a son maximum (Gobat et al .1998).

Tableau 3 les especes d’algues récentes isolées du sol.

L’espece L’endroit Référence L’application
d’isolement
Ulva lactuca Europe du Nord  Bedoux et al, 2019 Accélération la

décomposition de la
maticre organique grace
sur acide alginique et

amélioration la

14
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Laminariadigitata

Fucus vesiculosucs

Ascophyllumnodos
um

Palmariapalmata

ParphyraUmbilical

is

Europe du sud

(Alpane)

Amérique du sud

(Argentine)

Nord Asie (Russia)

Sud-Est asiatique

(le vietman)

Amérique du Nord

(canada)

Bonaly, 2019

Bourgeois, 2020

Leveau et Bouix,

Guirand, 2020

Bouchet et al,

2020

2021

rétention en eau du sol.

Utilisation en
agricalturecomme

engransbrologique pour la
fertilisation du sol pauvre par
I’abondance des ions sodium

dans 1’eau d’irrtation.

Exploitation industrielle
comme source de gélifiant
(agar, algimating).

De nombreux projet
industrielle comme la
production de pigments d’acide
gras oméga largement -3 ou
plus largement de lipidenenvue
d’un futur usage comme source
de biocarburant.

Utilisation pour les empreintes

dentaires.

I est utilis¢ comme agent
désintégrant et  disperrant,
I’acide algimique gonfle en
présence d’eau assurant une

disperssion rapide du
médicament.
Les utilisations en

cosmétologie : comme agent
texturent en conférant au
dertifrice une stabilité pendant
le stockage. Et comme gel

désodorisents.
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4 Les protozoaires

Les protozoaires isolés des sols sont variés et se développent dans les zones
superficielles humides, au niveau des films d’eau entourant les particule.(Figure8).
Les protozoaires possedent tous les constituants classiques que I’onretrouve chez

la cellule eucaryote (T. J.G. Ettema, 2016).

Figure 8 Représentation schématique de quelques protozoaires Flagellés (Golossinapalpalis,
2011)

: 1. Codonosiga;2. Trichomonas, sporozoaires: 3. Corycella; 4. Gregarina, rhizopodes;

5. Amoeba, ciliés: 6. Stylonychia; 7. Vorticella; 8. Discomorpha; 9. Lernacophyra.

5 Champignons telluriques

En général, les champignons du sol forment une biomasse aussi importante que celle
des bactéries. Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales a 1'équilibre
écologique des sols, par leurs interactions avec les systémes racinaires des plantes, leur
aptitude de colonisation et de dégradation des débris organiques de grande taille et des
composés de structures complexes. De nombreux travaux indiquent la prédominance de :
Mucor, Trichoderma et Aspergillus, alors que Rhyzopus, Fusarium, Zygorhynchus,
Cephalosporium,  Cladosporium et Verticilliumsont couramment isolés. (Figure

9)(Sablonnier, 2002).
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Les champignons sont des organismes eucaryotes ne constituent pas une entité
monophylétique mais forment au contraire un groupe trés hétérogéne dont la caractéristique
essentielle commune est la nutrition hétérotrophe par absorption, celle-ci pouvant prendre la
forme du saprophytisme, du parasitisme ou de la symbiose (Nasraoui, 2006).

5.1.1 Les champignons symbiotiques :

I s’agit des champignons mycorhiziens, qui aboutissent des interactions a bénéfices avec les
racines des plantes (Vander et al.1998).

5.1.2 Les champignons phytopathogenes :

Ils établissent des interactions antagonistes avec les plantes (Vander, 2003).

5.1.3 Les champignons saprophytes (libres) :

Ils participent notamment aux processus de décomposition des maticres
organiques, d’immobilisation des éléments minéraux et établissent des interactions neutres

avec la plante (KleinetPaschke, 2004).

e
I IlII.

Phycomycétes
Rhizopus

Penicillium  Aspergzillus
Ascomycétes

Fungi imperfecti
Trchode rmma

Verticilium  Helminthosporiom Fusarium Cladosporium
Fungi imperfecti

Figure 9Principaux groupes des champignons(Roger ET Garcia, 2001).
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Tableau 4 Caractéres communs et distinctifs des principales classes de champignons et
eucaryotes unicellulaires assimilés (Nieguitsila A, 2008).

Classes Aspects du Spores asexuées Spores sexuées  Polysaccha Nutrition Habitats, nutrition
mycélium rides
pariétaux
principaux
Oomycéte Nom cloisonné Zoospores Oospores Cellulose Phagocytose ~ Aquatiques et |
coenocytique biflagellées mobiles terrestres, saprobes

ou parasites de
poissons et de
végétaux (agents de
mildiou). Rares
parasites des

mammiféres et de

I’homme.
Chytridiomycéte Nom cloisonné Zoospores Présence Chitine Absorption  Saprobes du sol et
ceenocytique biflagellées mobiles des eaux, parasites

d’insectes.

Certains vivent en
symbiose. rares
parasites des

végétaux et de

I’homme.
Zygomycetes peu cloisonné Sporangiospores Zygospores Chitine Absorption  Saprobes du sol et
ceenocytique des eaux, parfois
parasites des

animaux et de
I’homme.
Comportement
opportunistes

marqué.

Ascomyceétes Cloisonné a bords Conidies, Ascospores Chitine Absorption  Saprobes du sol et
paralléles chlamydospores formées dans des eaux. La plupart
un asque des espéces parasites
des animaux et de
I’animal
appartiennent  aux

ascomycetes.

18



Microbiologie Du Sol

Basidiomycétes Cloisonné a bords Conidies, Basidiospores Chitine Absorption ~ Saprobes du  sol,
paralléles chlamydospores formées et parasites des
émises par une végétaux, rares
baside parasites de ’homme

ou de I’animal.
Deutéromycétes Cloisonné a bords Conidies, Inconnues Chitine Absorption  Saprobes du sol. De
ou champignons paralleles chlamydospores nombreuses especes
imparfaits parasites de ’homme
et/ou de [I’animal

(champignons

opportunistes).
Basidiamycétes Cloisonné a bords Conidies, Basidiospares Chitine Absorption ~ Saprobes du  sol,
paralleles chlamydospores formées et parasites des
émises par un végétaux, rares
baside parasites de ’homme

ou de I’animal.
Deutéromycéyes Cloisonné a bords Conidies, Inconnues Chitine Absorption  Saprobes du sol. De
ou champignous paralleles chlamydospores nombreuses especes

imparfaits

parasites de ’homme
et/ou de I’animal
(champignons

opportunistes).

» L’importance industrielle des champignons

Actuellement, les moisissures jouent un role primordial dans divers domaines
d’applications ; elles sont utilisées dans les industries alimentaires, chimiques, la
biolixiviation et la biotransformation, etc. Cependant 1’industrie n’exploite commercialement
qu'un petit nombre de métabolites de quelques especes seulement (Boiron, 1996). Leur
intérét économique repose sur leur activité biologique dans la production d’une grande
diversit¢ de molécules produites au cours des métabolismes primaires et secondaires,
exploitées en particulier par 1’industrie pharmaceutique et en médecine (Larpent-Gourgaud

et Sanglier, 1992).

Les champignons filamenteux sont des producteurs importants d’acides organiques
tels que les acides gluconique, malique, acétique et citrique (Leveau et Bouix, 1993 ; Boiron,
1996). Ce dernier est notamment produit par Aspergillus niger, ou 60% de sa production est

destinée au secteur alimentaire (Botton et al. 1999).
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Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologie et reflétent
de plus en plus I’'importance et le role infini des moisissures dans les différentes applications
alimentaires. Aspergillus niger est un bon exemple, il produit la cellulase, 1’amylase,
I’invertase et la pectinase, employées principalement comme des catalyseurs biologiques en

glucoserie, brasserie et pour la fabrication des boissons (Kosikowski, 1988 ; Scriban, 1999).

Il est également a noter, 1’utilisation des protéases alcalines d’Aspergillus oryzae et de
Stachybotry schartarum dans les détergents (Miller, 2002). La production de cellulase par
Aspergillus niger et Trichoderma harzianum présente une diversit¢ d’applications
industrielles, ou 48% de sa production par ces deux especes fongiques et le genre Penicillium
est utilisée pour I’industrialisation des papiers et les textiles (Delgado- Jarana et al. 2002).
Certains genres fongiques tels qu’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).

En biotransformation les moisissures ont une zone étroite d’application. Un exemple
remarquable est ’hydrolyse enzymatique de la pénicilline V par Penicillium chrysogenum et
Fusarium entrainant la formation d’acide amino-6-pénicillanique qui est un intermédiaire
important de la production de pénicillines semi synthétiques telles que I’ampicilline et

I’amoxycilline (Durand et Monson, 1988).

Enfin, les moisissures sont d’un grand intérét dans le domaine médical ou les premiers
produits d’origine fongique en médecine sont les alcaloides de 1’ergot de seigle (ergotamine),
utilisés en gynécologie et pour diverses autres indications (Boiron, 1996 ; Botton et al

1999).
» L’importance environnementale des champignons

Les champignons mycorhiziens de type arbusculaire (AMF : Arbuscular Mycorrhizal
Fungi)Sont le groupe le plus important dans la rhizosphére, ils peuvent établir une association
symbiotique avec les racines, ce qui permettra a la plante de capter différents ¢léments
nutritionnelle, I’exemple le plus discuter est le phosphore qui se trouve dans le sol, qui est

transporter le long des hyphes et ensuite délivrer a la plante hote.

Les Interactions avec les mycorhizes peuvent stimuler aussi les mécanismes de

défense contre les parasites et les pathogenes (Ben Djeddoud ,2001).
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» Dlimportance médicale des champignons

Les champignons médicinaux sont, parmi les espeéces de Fungi, des champignons qui
produisent des métabolites ayant des propriétés thérapeutiques significatives ou bien qui
peuvent étre utilisés pour produire ces composés organiques intermédiaires par les méthodes
de la biotechnologie. La gamme des composés actifs sur le plan médical qui ont été identifiés
comprend des antibiotiques, des médicaments anti-cancer, des inhibiteurs du cholestérol, des
substances psychotropes, des médicaments immunosuppresseurs et méme des antifongiques.
Apres les premicres découvertes centrées sur des moisissures simples, du type de celles qui
dégradent les aliments, des travaux ont identifi¢ des composés utiles chez de nombreuses

especes

6 Les levures

Le terme levure provient du mot latin « levare» qui se traduit par la « levée » des

pates panifiables (Bouchet ez al. 2005).

Les levures sont des eucaryotes hétérotrophes faisant partie du groupe de champignons
unicellulaires (Meyer et al. 2004); dont certaines forment des bourgeons non détachables sous
forme de courte chaine de cellules, immobiles, appelée pseudohyphe(Guiraud, 1998 ;
Tortora et al. 2003). Les cellules de levures ont des formes plus au moins sphériques ou

ovoides, parfois cylindriques ou de formes plus spécifiques (Perscottet al. 2007).

Elles sont généralement plus grandes que celles des bactéries et présentent une structure
plus complexe, notamment par la présence de noyau et d’organites divers. Elles se trouvent
isolées, en paires, en chaines ou en petits amas; leur taille est trés variable suivant les especes:
2,5-10,5um de largeur contre 4,5-21um de longueur. Ces dimensions et aspects dépendent

fréquemment des conditions de culture et I’age des cellules (Scherr et Weaver, 1953).

6.1 Habitat

Les levures sont trés répondues dans les milieux riches en glucides, se présentent sous
forme de poudre blanche sur les fruits et les feuilles et sont saprophytes du nectar de fleurs
(Larpent, 1992 ; Scriban, 2003).Certaines levures se développent abondamment dans des
eaux douces et profond des associées au plancton, certaines especes sont présentes dans le
tube digestif des animaux et des insectes ; comme elles peuvent persister libres dans le sol

(Van uden et Fell, 1986).
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6.2 Reproduction des levures

Généralement, dans des conditions favorables a leur croissance, les levures se
multiplient par reproduction asexuée (bourgeonnement ou scissiparit¢) mais dans des

conditions défavorables, la reproduction est sexuée (Bonaly, 1991

a. Reproduction asexuée ou végétative

Généralement les levures se multiplient par bourgeonnement. (Larpent et Larpent-
Gourgaud, 1997). C'est le processus asexu¢ au cours du quel la cellule mére émet une petite
excroissance ou bourgeon qui augmente de taille et s'organise a I'aide d'une partie du matériel
nucléaire et cytoplasmique de la cellule parentale (Leclerc ef al. 1983). Cette multiplication
se traduit, lors de la séparation des cellules, par la formation d'une cicatrice de
bourgeonnement sur la cellule meére et d'une cicatrice de naissance sur le bourgeon (Belin,
1972). Dans le mode de multiplication par bourgeonnement, il ne se forme pas deux
bourgeons sur le méme site (sauf cas de bourgeonnement bipolaire) et le nombre de

bourgeons par cellule se trouve donc limité. (Figure 10) (Miller, 1983).

Figure 10Division d’une cellule de levure par bourgeonnement (Madigran et Martinka, 2007) .
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b. Reproduction sexuée

Les levures appartiennent aux eucaryotes et de ce fait, présentent les caractéristiques
de la division méiotique: fusion de deux noyaux haploides, formation d’un noyau diploide. La
persistance de la membrane nucléaire pendant la division conduit a une structure en 4 lobes
autour desquels se forme une paroi qui entraine la rupture de la membrane nucléaire et
I’individualisation des spores. La reproduction sexuée s’effectue par conjugaison de deux
cellules qui donnent naissance a un zygote. Les levures ascomycetes présentent des
phénomenes de reproduction sexuée par formation d’un asque renfermant des ascospores
issues de la méiose. (Bourgeois et Leveau, 1991). Apres différenciation et méiose un asque a

4 ascospores haploides se forme (Oteng-Gyang, 1984).

Certaines levures sporogenes forment des spores sur n’importe quel milieu, en
revanche, d’autres exigent des conditions de croissance ou de sporulation bien déterminées.
En I’absence de ces conditions, une levure sporogene peut se multiplier indéfiniment par voie

végétative (Bourgeois et Larpent, 1989).

Un exemple de cycle de reproduction asexuée et sexuée d’une levure a ascospore, est

donné par la (Figure 11).

hapic:: \
I:||.J|::||.'.||m.:| CDI"IJ-L.I-QE[EI'.:II"I:
a/ o
budding ¥ %

diploid sSpoare
; ]
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naploid (=

--_--""/‘-.._‘___

Figure 11cycle de Reproduction de la levure (Leclerc et al.1995).
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III. Enzymes potentiellement importants en industrie

Les enzymes, catalyseurs biologiques spécifiques des organismes vivants, sont des
macromolécules majoritairement de nature protéique. Elles sont constituées de plusieurs
acides a-aminés de la série L unis entre eux par une liaison formée par condensation entre le
groupement carboxyle d’un acide aminé et le groupement amine d’un autre acide aminé afin
de former une liaison amide. Les enzymes sont donc des polypeptides de masses moléculaires
¢levées (entre 10 a 1000 kDa). Elles montrent une instabilit¢ importante, leur dénaturation
peut s’effectuer par chauffage a hautes températures, hydrolyse en présence d’acides, bases ou

protéases,... (Jarrar, 2011).

1 Les enzymes hydrolases

Les enzymes hydrolases ce sont des enzymes de dégradation. Elles provoquent la
coupure d'une molécule et fixent les radicaux H et OH de 1’eau sur les valences libérées. Ces
enzymes ne nécessitent pas généralement de coenzymes, elles sont activables par des cations.
Elles interviennent sur les fonctions éthers, acétals, esters phosphoriques, liaisons O-O des

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

Il est tres difficile de les classer. Le plus simple est d'étudier leur action sur quelques
groupes de molécules. Généralement les hydrolases, sont produites par les champignons. Il
s’agit d’enzymes endocellulaires (catalase, lactase et invertase) ou exocellulaires (amylases,

cellulases, pectinases et protéases).

1.1 Alpha-amylase

L’a-amylase, comme toute enzyme, est une macromolécule appartenant a la classe des

Protéines globulaires, dont le role biologique est d’hydrolyser I’amidon (Mercier, 1985).

L’a-amylase [o-(14)-D-glucaneglucanohydrolase (E.C.3.2.1.1)] est une endo amylase
qui hydrolyse au hasard les liaisons osidiques de (14) 1’amylose, de 1’amylopectine, de
I’amidon et de du glycogéne a I’exclusion des liaisons terminales de ces chaines(Mercier,

1985 et Keating et al. 1998).
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a. Mode d’action

L’amidon est un composé glucidique abondant et peu colteux, dont la fonctionnalité
et la valeur ajoutée peuvent étre améliorées par un ensemble de modifications physiques,
chimiques et/ou enzymatiques, afin de répondre a des besoins technologiques ou nutritionnels

spécifiques (Buelon et al. 1990).

L’a-amylase par sa capacité a modifier un certain nombre des propriétés de 1’amidon,
participe a de nombreuses applications, permettant de fabriquer des sucres adaptés aux
demandes spécifiques des utilisateurs en industrie alimentaire (Palmer, 1975). L'a-amylase
agit sur les polysaccharides (amidon, glycogene) et les oligosaccharides (Figure 12). Elle
hydrolyse les liaisons glu osidiques (0-1,4) de ’amidon et des substrats relatifs (Heslot,

1996).
Son action peut se faire de différentes fagons:

> Attaque aléatoire, en coupant les liaisons (a-1,4) a partir de I’extrémité
non réductrice. Il en résultera, principalement, la formation de glucose, de maltose et
surtout d’a —dextrines (Scriban, 1999).

> Mécanisme uni-chaine ou l’a-amylase dégrade une chaine avant de
passer a I’autre. Cette action est due a la formation du complexe actif avec le premier
substrat. L’enzyme catalyse laréaction et ne forme pas de complexes actifs, jusqu’ a
I’acheévement de la dégradation de La premicre chaine (Berry et Paterson, 1990).

> Mécanisme multi-chaine, la dégradation des chaines est simultanée

(Pazur et Marchetti, 1992).

Attaque multiple ou répétitive, le déplacement de I’enzyme, fixée tout au long de la
chaine, conduit a plusieurs hydrolyses avant la dissociation du complexe enzyme-substrat

(Figure 12) (Nakatani, 1996; Kandra et al. 1997).

arrilelioi

— = ction de I"amlase

Figure 12Mode de d’action de I’a-amylase (Florimont, 2013).
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b. Les microorganismes producteurs de I’a-amylase

Les principaux microorganismes producteurs de 1’a-amylase sont consignés dans le

(Tableau 5).

Tableau 5 Les principaux microorganismes producteurs d’a-amylase (Berry et Paterson,

1990).
Microorganismes Espéces Références
Moisissures Penicillium fellutanum Kathiresan et Mannivanan

Penicillium chrysogenum

Rhizopusoryzae
Aspergillus Niger

Levures Candida guilliermondii

Candida tropicalis
Saccharomyces cerevisae

Bactéries Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Lanuginosusthermomyces

Lactobacillus casei
Bacillus
amyloliquefaciens

(2006) ; Ertan et Balkan
(2007).

Akbache et Bariout, 2007;
Mama, 2009;Acouréne et
Ammouche, 2011)

Akbache et Bariout, 2007;
Mama, 2009;Acouréne et
Ammouche, 2011)
(Liese et al. 2000).

Tamura (1993).
(Liese et al. 2000).

c. Utilisation industrielle de I’a-Amylase

Les a-amylases microbiennes sont parmi les enzymes les plus utilisés dans les

procédés industriels autres qu’alimentaires (industrie pharmaceutique, textile, papeterie et

détergents), en raison de leur productivité et thermo stabilité (Tableau 6) (Burhan et al.

2003)
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Tableau 6 Les Applications industrielles de I’alpha-amylase. (Burhan et al. 2003).

Industries Applications
Glucoserie Solubilisation de I’amidon, accompagnée d’une chute importante de la viscosité
(liquéfaction).
Sucrerie Réduction de la viscosité des sirops de cannes a sucre, en hydrolysant les

Biscuiterie et

Panification

Industrie

textile

Papeterie

Détergents

Industrie

Pharmaceutique

contaminants amylacés pour réussir le processus de cristallisation.

Amélioration de la propriété rhéologique et fermentaires de la pate, ainsi que la

coloration de la crotte

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

fibres et les protége au cours du tissage.

Liquéfaction de I’amidon pour préparer des sauces découchage, permettant

d’éliminer les irrégularités superficielles de la feuille.

Dégradation des taches a base d’amidon. Les oligosaccharides et les dextrines
libérés de 1’action hydrolytique sont solubles, par conséquent, la tache est

physiquement découpée.

-Agent anti-inflammatoire.

-Traitement du diabéte et de I’obésité

1.2 La cellulase

La cellulase se rapporte a un groupe d'enzymes qui, agissant ensemble. Elle est

produite principalement par les moisissures, les bactéries et autres organismes cellulolytiques.

L’enzyme de cellulase qui peut hydrolyser la cellulose en sucres simples (Kader ,1999;

Korish, 2003), formant un systéme enzymatique complexe.
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a. Mode d’action

Les cellulases sont maintenant classées selon leur structure, comme toutes les enzymes
agissant sur les sucres. Il existe trois types d’activités enzymatiques cellulolytiques

complémentaires pour 1’hydrolyse totale de la cellulose (Figure 13) (Scriban, 1993).

> Endo-1,4-B-glucanases: Ces endoglucanases (EG) attaquent au hasard

les liaisons Oglycosidiques internes donnant ainsi des chaines glucanes de différentes

longueurs.

> Exo-1,4-B-D-glucanases: Agissent sur les extrémités de la chaine de la
cellulose et liberent le B-cellobiose comme produit final.

> B-glucosidases: Douées d’une action spécifique sur les disaccharides «

B-cellobiose » et produisent le glucose (E.A.Bayer et al. 1994 ; Singh, 1999).
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Figure 13 Mode d’action de divers composants de la cellulase (KarmakaretRay ; 2011).
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b. Les microorganismes producteurs de la cellulase

Le (tableau 7) regroupe les différents microorganismes producteurs de la cellulase.

Tableau 7 Exemples des microorganismes producteur de la cellulase (Béguin et Aubert,
1992).

Microorganisms Espéces

Moisissures Neocallimastixfrontalis,
Sphaeromonascommunis,
Piromonascommmunis,
Chytridomycetes,
Trichodermaviridae,,
Aspergillus aculeatus
A. niger,
A. terreus,

Fusariumsolani,

Levures Candida molischiana,
C. pulcherrima,
Cryptococcusflavus,
Kloeckeraapiculata, ,
Rhodotorulaglu, Saccharomyces
fibuligeratinis,

Trichosporoncutanum

Bactéries Thermomonosporafusca,
Cellulomonasfimi,
C.bioazotea,
C.uda,

Streptomyces
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c¢. 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, ¢lément de base, qui
une fois fermentée permet d’accéder a d’autres substances clés a savoir alcools, acétones et
acides organiques notamment des gras volatiles d’ou I’importance, écologique et industrielle,
considérable des cellulases (Receveur et al., 2002) ce qui revoie a différentes applications

industrielles (Tableau 8).

Tableau 8 Les Applications industrielles de la cellulase. (Receveur et al. 2002).

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, ou les cellulases sont utilisées sous forme de mélange

d’enzymes.

des textiles et des Elles sont utilisées au cours de la finition, pour

. donner I’aspect aux vétements en jean apres lavage et améliorer
détergents
I’apparence des tissus par €limination des taches (Gusakov et al. 2007).

Elles sont utilisées aussi dans les lessives afin d’améliorer I’apparence et
la brillance des couleurs (Maurer, 1997 ; Cavako-Paulo, 1998).

Papeterie Dans la fabrication des pates a papier, ’addition de cellulases, aux
suspensions de pates encours de lavage et surtout aux suspensions de
pates de papier de recyclage, améliore significativement leur filtrabilité et
conduit a des économies importantes de consommation

d‘eau (Scriban, 1993).
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Nutrition animal utilisées comme additifs dans 1’alimentation animale car 1’addition des
cellulases, aux aliments pour porcins, améliore leur digestibilité, ce qui
réduit ’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 a vocation d’aide digestive (Odier et Rouau,

1985 ; Scriban, 1993).

1.1 La pectinase

Les enzymes pectinolytique « pectinase » constituent un groupe unique, complexe et
hétérogéne de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les substrats pectinolytique,
notamment les polymeéres de pectine qui représentent le polysaccharide majeur de la paroi
cellulaire primaire et la lamelle moyenne de la paroi végétale. Cette action se résume dans le
scindement de 1’acide polygalacturonique (PGA) en acide monogalacturonique, ouvrant ainsi
les liaisons glycosuriques, réduisant 1’adhésion intracellulaire et la rigidité tissulaire (Tatiana
dacosta et Flevo, 2005 ; Fogarty et Kelly, 1983). Ce qui aboutit par conséquent a la
dégradation de la paroi cellulaire, I’éclatement des cellules, et donc, au symptome de

macération (Bateman et Basham, 1976).

Il est important de mentionner que les pectinase peuvent étre classées en se basant sur
la nature du substrat (pectine, acide pectique et oligogalacturonate), le mécanisme de
dégradation (trans-élimination ou hydrolyse) et le type de clivage (endo ou exo) (Favela-
Torres et al. 2006) en deux groupes principaux d’enzymes dont les propriétés et le mode
d’action sont les pectines estérases (PE) et dépolymérases (polygalacturonases et lyases)

(figurel3).

Les pectines estérases (PE):Catalysent I’hydrolyse des liaisons esters méthyliques
adjacents a un groupe carboxyle libre des pectines, enlevant ainsi les groupes méthyles de la
chaine les uns aprés les autres dans une direction donnée. Le résultat est la libération du
méthanol et la formation du PGA (Sakai et al, 1993). Leur mode d’action reste toujours mal
¢lucidé. Selon le mécanisme d’attaque des PE varie en fonction de leur origine. L’activité des

PE peut étre suivie soit par le dosage du méthanol libéré, soit par la détermination de
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I’augmentation du nombre des carboxyles Libres, ou encore en utilisant un régulateur du pH
puisque, I’ionisation du groupe carboxyle produit dans le milieu un proton causant une

variation du pH (Jayani et al, 2005).

D¢ polymérases (polygalacturonases et lyases): Sont des hydrolases qui posseédent des
activités endo-ou exogalacturonases. En fonction du substrat et du mécanisme de clivage des
liaisons glycosuriques, on distingue quatre catégories différentes : Les PG et les PMG :qui
agissent respectivement sur les pectases et les pectines par hydrolyse. Les PGL et les PMGL:
agissant par P-¢limination sur les pectases et les pectines respectivement. (Alkortaet al,
1998).Suivant le mode d’attaque, la réaction peut se faire soit de maniére aléatoire ou bien de
I’extrémité de la chaine. Ce qui permet la distinction des endo-et des exo-dépolymérases

(Figure 14) (Jayani et al, 2005).

a. Mode d’action
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Figure 14 Mode d’action de la pectinase(Jayanietal, 2005).

32




Microbiologie Du Sol

b. Les microorganismes producteurs de la pectinase

Les microorganismes producteurs de la pectinase sont récapitulés dans le (Tableau 9)

Tableau 9 Exemples des microorganismes producteurs de la pectinase (Priya.andSashi.,
(2014).

Microorganismes Espéces Références
Moisissures Aspergillus niger, Priya.andSashi., (2014).
Aspergillus flavus
Rhisopusstolonifer,

Mucor racemous,
Penicillium jenseni,

Penicillium citrinum,

trichodermaviride

Levures Saccharomyces cerevisiae DjouldéDarman et al.
Candida tropicalis (2005).

Bactéries Bacillus sp DjouldéDarman et al.
Lactobacillus cellobiosus (2005).

c. Utilisation industrielle de la pectinase

Ces enzymes sont classées parmi les enzymes les plus importantes dans le secteur
industriel (Kashyap, D.R et al. 2001), en raison de leurs fréquentes et multiples utilisations.
Comme titre d’exemple, on cite les pectinase acides utilisées dans I’extraction et la
clarification des jus de fruit (Rombouts et Pilnik, 1986) et les pectinase alcalines faisant
I’objet d’une immense utilisation dans le dégommage des fibres de ramie (Cao et al.,1992),
pourtant en réponse a I’extréme usage biotechnologique de ces enzymes, ces dernicres sont
produites par plusieurs organismes comme les champignons (Aguilar et Huitron, 1990), les
levures (Gainvors et Belarbi, 1995) ainsi que, les bactéries (Horikoshi, 1972 ; Karbassi et

Vaughn, 1980).Les principaux obstacles associés a la production de ces enzymes sont liés a
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leur isolement cellulaire, & la répression catabolique et a une récupération inefficace et

colteuse.

2 Oxydo-réductases

Il s’agit d’enzymes de type “ respiratoire ”, dont le plus courant est la déshydrogénase.
Cette mesure est parfois incluse dans des tests éco toxicologiques (Rossel et Tarradellas,
1991) pour une estimation rapide de l'activité globale du sol ; toutefois les résultats sont assez

variables en fonction des conditions opératoires (Merlin et Rossel, 1992).

L’activité catalase a ¢té parfois aussi déterminée sur des échantillons de sol ; la mesure
consiste a enregistrer la formation d’oxygeéne gazeux lors de la décomposition du peroxyde
d’hydrogeéne (eau oxygénée). Mais des réactions abiotiques sont fréquentes et peuvent
sérieusement biaiser les résultats (activité physico-chimique des oxydes de manganese). Les
poly phénol-oxydases interviennent dans les processus d'humification a travers la dégradation

de la lignine.

2.1 Les chitinases

Les différents organismes produisent une large variété d’enzymes hydrolytiques
spécifiques aux différents substrats. Les chitinases font partie de ces enzymes qui hydrolysent
la chitine au niveau de la liaison glucosidiquef (1-4) N-acétyl glucosamines.

a. Le mode d’action des chitinases

Les chitinases agissent en hydrolysant la liaison Sglycosidique entre les
résidusGIcNAc.En général, cette hydrolyse se déroule de 1'une ou de l'autre manicre, 1'une
avecconservation anomérique dans le produit, I'autre avec une inversion anomérique.

(Figures 15 et 16) représentent les substrats (chitine et chitosane) hydrolysés par les
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Figure 15 Chitine: Substrat hydrolysé totalement par les chitinases au niveau desliaisons N-
Acétyle- glucosamine indiquées en 1 sur ce schéma (Neuhaus, 1999).
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Figure 16 : chitosane : substrat hydrolysé partiellement par les chtinase au niveau des
liaisonsN-Acétyle-glucosamine indiquées en 1 sur ce schéma. Les liaisons indiquées en 2
sonthydrolysées par les chitosanase(Neuhaus, 1999).

b. Les microorganasimes producteur de la chitinase

Tableau 10 Les exemples microorganasimes producteur de la chitinases

Microorganismes Espéces Références
Moisissures Penicillium chysogenum Rathiresan et Mannivanan,
Aspergillus 2006
Priya ana sashi, 2014
Levures Saceharomycescervisiae Djouldédraman et al.2005

Candida tropicelis
Bactéries Bacillus subtilis Liese et al.2000
Lactobacillus Cellobiosus Djouldédrem et al. 2005

c. Les applications industrielles de la chitinases

Tableau 11 Les applications industrielles de la chitinases.

Domaines Applications
D’application
Agriculture Enrobage des semences

Alimentation des volailles

Fertilisant

Alimentaire Additifs alimentaires (liant,
émulsifiant, stabilisant..)

Clarification des boissons
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Agent hémostatique,

2.2 Biomédical
bactéristatique, spermicide
Anticoagulant
Vaisseaux sanguins artificiels
Gel dentaire
Lentille cristalline (ophtalmologie)
Membrane pour dialyse
Capsules pour le relargage des
M¢édicaments
Réduction du taux de cholestérol
Peaux artificielles
Pansements
Accélération de la cicatrisation des
blessures

Fils de suture chirurgicaux

Biorésorbables

Cosmétique Agent de liaison dans les créemes
Emulsifiant
Humidifiant

Soins capillaires

Environnement Purification des eaux par floculation
(Traitement des eaux

. , Formation mpl avec 1
usées et des déchets) ° on de complexes avec les

Métaux
Autres Membrane des hauts-parleurs
.A cousthue. Immobilisation des cellules et des
Biotechnologie
Industrie papetiere enzymes
Textile .\
Photographie Additifs

Additifs (imperméabilisant...)

Films
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2.3 Les protéases

Les protéases sont un groupe d’enzymes trés complexe Elles appartiennent a la classe
des hydrolases (EC 3.4.21-24.x), formées d’une ou plusieurs chaines poly peptidiques
(Kumar et al.2008). Les protéases catalysent le clivage des liaisons peptidiques de toute
molécule protéique (Figure 15). Elles scindent les protéines en fragments polypeptidiques qui
seront par la suite transformés sous 1’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 est parfois réprimée par 1’adjonction au

milieu d’un hydrolysat de protéines ou d’un mélange d’acides aminés.

a. Mode d’action

Le mode d’action des protéases différe d’une enzyme a l'autre par la nature de leur site
actif, bien qu’elles aient toutes le méme principe de base. Ce processus catalytique est résumé
dans trois étapes : Dans les deux premieres étapes, I’enzyme déforme la liaison peptidique et
renforce-la polarit¢ du carbonyle, qui facilite son attaque nucléophile conduisant a la
formation d’une liaison covalente transitoire entre le morceau portant le carbonyle du substrat
et ’enzyme avec la libération de 1’autre morceau (le premier produit) protoné par un proton
cédé d’un résidu enzymatique. Dans la troisieme étape, une nouvelle substitution nucléophile
est exercée par le OH- d’une molécule d’eau et libére le deuxiéme produit de la réaction, ou le
site actif de I’enzyme se trouve régénérer par un proton (de ’H20) (Figure 17) (Pelmont,

1995).

O

Figure 17 Mécanisme d’action des protéases (Pelmont, 1995).
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b. Les microorganismes prosecteurs de protéase

Tableau 12 Exemples des protéases microbiennes (Devi et al.2008).

Source Espéces Références

Aspergillus oryzae Mucor Garcia-Gomez et al., 2009

Moisissures circinelloidesconidioboluscoronatus ~Sathya et al., 2009
Penicillium sp. Laxman et al., 2005
Aspergillus  terreusBauveriafelina ‘G)Vermtanlo ?0316" 2003
4 : ES] u et al.,
spergillus clavatus ES. Agrawal et al., 2005
Hayjji et al.,2007
Aureobasidiumpullulans  candida Chi et al., 2007
Levures lypolytica Tobe et al., 1976
Bacillus  licheniformis  Bacillus Ferrero et al., 1996
Bactéries amyloliquefaciens Bacillus subtilis George et al., 1995
Bacillus sp. Soares et al., 2005
Virgibacillus sp. SK33 g atel et al.’t201052008
g <t . insuwan et al.,
VACTEISIEs Sp Kumar et al., 2008
Actinomycétes Streptomyces sp. Mehta et al., 2006
Nocardio psisalkaliphila sp. Hozzein et al., 2004

c. Utilisation industrielle de la protéase

> Boulangerie

La farine de blé est grandement utilisée en boulangerie. Cette farine contient du
gluten, une protéine insoluble, qui est responsable des propriétés de la pate. Les protéases
d’Aspergillus oryzae sont utilisées pour hydrolyser le gluten, a un degré plus ou moins
important, selon les caractéristiques désirées de la pate. Le traitement de la pate facilite sa
manipulation et permet la production d'une grande variété de produits. Egalement des
protéases d'origine bactérienne sont souvent utilisées pour améliorer I'¢lasticité et la force de

la pate (Rao et al. 1998).

» La fabrication fromageére

Des recherches approfondies ont permis de prouver que la majorité des protéases
microbiennes acides possede une grande capacité a coaguler le lait pour former le caillé,
I’étape clé dans la production fromagere (Neelakantan ef al. 1999; Sumantha ef al.2006); ce
qui facilite I'expansion de l'industrie fromagére, dont le développement a été limité par la

pénurie de la présure animale. (Aguilar et al., 2008).
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Dans l'industrie du lait, les protéases acides, neutres et basiques produites par
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Thermoascus aurantiacus, Irpexlactis, Endothia
parasitica et autres especes du genre Mucor ont ét¢ également utilisées (Channe et Shewale,
1998; Merheber al. 2007; Aguilar et al2008). La protéase produite par Pseudomonas
fluorescensR098 s’utilise actuellement comme un agent d’amélioration (Koka et Weimer,
2000).

» Domaine pharmaceutique et médical

Les enzymes protéolytiques sont également utilisées pour développer des produits
d'importance médicale. Par exemple, des protéases d'Aspergillus oryzae sont utilisées comme
aide a la digestion chez certains individus souffrant de déficits en enzymes lytiques au niveau
du systéme digestif. Egalement, des collagénases provenant de Clostridium sp. ou des
subtilisines sont utilisées en combinaison avec des antibiotiques dans le traitement de brilures
et de plaies. Une ¢lastotérase provenant de Bacillus subtilis peut étre utilisée pour le

traitement de furoncles d'abces et de plaies profondes (Kudrya et Simonenko, 1994).

2.4 La Lipase

Les triacylglycérol acyle hydrolases-EC 3.1.1.3 (lipases) sont des enzymes produites
par divers organismes, animaux, végétaux et microbiens (Gongalves Filho ef al., 2019).Ces
enzymes jouent un rdle clé dans la biochimie des lipides (Mireille Alloue et al., 2008). Elles
ont été¢ déterminées par Claude Bernad en 1856 dans le jeu pancréatique comme enzyme qui
hydrolyse les gouttelettes d'huile insolubles et les convertit en produits solubles. Sur le
marché mondial des enzymes les lipases sont classées apres les protéases et les amylases et
représentent 5% de ce marché (Ilesanmi, 2020).

a. Mode d’action

Les lipases présentent deux conformations en fonction de I'environnement ils sont :
une conformation «fermée» et l'autre «ouverte». La structure 3D de certaines lipases contient
une structure amphipathique. Le chapeau contient a la fois les faces hydrophiles et
hydrophobes. La face hydrophobe du chapeau s’orienterait vers le site actif par interaction
hydrophobe avec ses résidus et la face hydrophile vers I’extérieur.

En présence du solvant organique et/ou de substrat lipidique, le chapeau se déplacerait
et sa face interne, devenue accessible au solvant, créerait une surface hydrophobe qui
interagirait avec l’interface huile/eau. Le site actif deviendrait alors accessible au substrat

(Figure 18) (Neang, 2013 et Agboet al.2017).
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Figure 18 Modifications conformationnelles des lipases en présence et absence de substrat

(a) L'enzyme présente une conformation en l'absence du substrat. (b) En présence du

substrat, le couvercle sera ouvert et I'enzyme prend alors une nouvelle conformation, ce qui en

fait une enzyme active (Agboet al., 2017).

Le mécanisme de ce site catalytique est bien déterminé. Lors de la présentation du

substrat dans la poche catalytique. L hydrolyse d’un ester carboxylique peut se dérouler en six

grandes étapes ( Fickers et al., 2008 et El alaoui, 2015) :

>

Le carbone de la fonction carboxylique du substrat subit une attaque nucléophile du
groupement hydroxyle de la sérine dont le caractére nucléophile est augmenté par le
résidu histidine suite a la formation d’une liaison hydrogéne. L’anneau imidazole de
I’histidine devient alors protoné et chargé positivement. Cette charge positive est
stabilisée par une charge d’un résidu acide (Asp ou Glu).

La formation d’un premier intermédiaire tétraédrique, stabilis¢ par deux liaisons
hydrogenes avec des résidus du trou oxyanion (oxygene chargé négativement).

Par la suite, il y a libération d’une molécule d’alcool, formation de I’acyl-enzyme.

Une attaque nucléophile de 1’acylenzyme par une molécule d’eau.

Cette seconde attaque nucléophile aboutit a la formation d’un second intermédiaire
tétraédrique, stabilisé par le trou oxyanion.

Finalement, il y a libération de 1’acide gras et retour de ’enzyme dans sa conformation

initiale (Fickers et al. 2008 et El alaoui, 2015).

A. Conformation initiale de la triade catalytique et approche du substrat.
B. Formation du premier intermédiaire tétraédrique et sa stabilisation par le trou oxyanion.

C. Libération de I’alcool et formation du complexe acyl-enzyme (EI alaoui, 2015).
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b. Les microorganismes producteurs de lipase

Tableau 13 Exemple microorganismes producteur de lipase

Microorganismes Espéces Références
Moisissures Permcillum chrsoyennum Ertan et Balkan .2007
Aspergillus aculeatus Guxkov et al, 2007
Levures Candida rugoza Li et Zhang, 2005

Yarroouwia lipolytica

Bactéries Pseudomonas acuginox Ruchi et al, 2007
Geobacillus sp

c. Application de la lipase dans 1’ industrie

Les lipases sont un groupe important d'enzymes a valeur industrielle en raison de leur
nature polyvalente. On peut les utiliser en tant qu’hydrolase ou comme catalyseur et synthése
organique. Leurs domaines d’applications sont donc trés vastes et variés. Parmi lesquelles
nous citons quelque industrie (Fickersez al. 2008 et Gupta et al.2015) :

» Industrie alimentaire : La lipase a ét¢ utilisé dans les produits laitiers pour le
développement de la saveur dans la transformation d'autres aliments tels que les
produits carnés, aliments cuits au four, transformation du beurre de cacao et autres
(Guerrand, 2017).

» Industrie des détergents : Les lipases constituent d’un groupe d'enzymes
détergentes trés importantes pour contribuer a 1'élimination des taches et des traces
d'huile et de graisse. Les lipases sont utilisées a la fois dans la lessive et la
vaisselle, dans les formulations de détergents commerciaux ou elles ont été
optimisées pour fonctionner a différents pH et a différentes températures. Lipex et
Lipolase de Novozymes sont deux exemples de lipases vendues a 1’industrie des
détergents (Guerrand, 2017).

» Industrie des cosmétiques et de la parfumerie : les lipases permettent de
produire des mono- et diacylglycérols qui sont employés en tant que surfactants et

composés aromatiques (aromes) (Ximena Zottig, 2016).
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by

» Industrie de pate a papier et du papier : La présence de composants
hydrophobes (principalement des triglycérides et des cires) dans le bois est
préjudiciable de nombreux procédés de production de papier et de pate a papier, et
les lipases peuvent étre utilisées pour éliminer ces triglycérides indésirables
(Guerrand, 2017).

» Industrie de biodiesel : A partir de diverses matiéres premiéres telles que 1'huile
de palme ou les graisses animales, des lipases thermostables ont été développées
pour optimiser l'application d'enzymes dans la production de biodiesel (Guerrand,
2017).

» Industrie pharmaceutique : Ces enzymes sont largement utilisées pour la
synthése des médicaments par exemple les anti-inflammatoires non stéroidiens,

certains antibiotiques vitamines (Lagrari, 2019).
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Matériel et méthodes

1 Objectif de I'étude
Objectif de ce travail est I'isolement des levures et de moisissures dotées des

activités hydrolytiques, a partir d’un sol irrigué des eaux usées.

2 Echantillonnage

Le prélevement d’un échantillon de sol est une opération délicate, 1’échantillon doit étre
homogene, représentatif et obtenu sans modifier les caractéristiques physico-chimiques et
microbiologiques du sol. L’échantillon du sol sur lequel nous avons réalisé notre étude, est
prélevée des terres agricoles irriguées par ’Oued Meskiana (Figure 19) de la wilaya d’Oum

Elboughi. .

Oued Meskiana couvre une superficie de 465.6km2, avec une longueur de 53.80Km et les

coordonnées suivantes (Zidi, 2021).

> Latitude : 35,51° Nord et 35,13’ Nord.
> Longitude : 7,50 Est et 7,14” Est

L’échantillon est placé dans un flacon stérile et transporté au laboratoire. Cet
¢échantillon a été séché a I’air libre et broyé dans un mortier pour éliminer les grumeaux de

terre et faciliter I'isolement des souches levuriennes et de moisissures.

Figure 19 Méthode de prélévement de 1'échantillon du sol.

(a) : prélévement du sol forestier, (b) : tamiser du sol, (c) : séchage du sol .
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3 Préparation de la solution mére et les dilutions.
La solution meére a été préparée apres avoir introduit 10g de chaque échantillon dans

des flacons contenant 100ml d’eau physiologique stérile.

Des dilutions décimales sont préparés par I’ajouté successif de 1 ml de la solution

mére 2 9 ml d’eau distillée stérile jusqu’ a obtention de la dilution de 10 ~® (Figure 20).

Ll 1ml 1. ml 1l iml
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Solution miere ___."
Solution d'eau physiologigue sbérle (Pmi) Acilalion

Figure 20 Schématisations de méthode de dilution

4 Isolements des levures et des moisissures

L'isolement des levures a été réalisé sur milieu gélosé Sabouraud (annexe I).Alors que

pour les moisissures, a ¢été réalisé sur milieu gélosé PDA (annexe I).

Des dilutions décimales de 10jusqu’a 10-<sont préparées a partir de la solution mere. Par
la suite, 0,1 ml de chaque dilution est étalé sur le milieu sabouraud pour les levures et PDA pour
les moisissures précédemment stérilisés et coulés dans des boites de Pétri stériles. Ces derniere

sont, alors incubées 25 a 30 °C et observées aprés 3 a 7 jours d'incubation.

A Tlaide d'un microscope optique, les colonies levuriennes sont repérées d'apres leur
aspect macroscopique caractéristique. Les colonies possédant un aspect typique aux levures
sont purifiées sur milieu Sabouraud (annexe I). Les colonies possédant un aspect typique aux

moisissures sont purifiées sur milieu PDA (annexe I).
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Figure 21 Technique d’ensemencement sur milieu Sabouraud et PDA a partir de solution mére et des
dilutions décimales

5 Purification des levures et moisissures

Aprées la croissance des isolats, des colonies présentant les caractéres culturaux des
levures et des moisissures sont purifiées par réensemencement (selon la méthode des stries)
sur boites contenant le milieu Sabouraud et milieu PDA respectivement (Annexe I).

L’incubation des boites est effectuée a 30°C pendant 72h (Harrigon et Mc lace, 1976).

Les caractéristiques des isolats pures ont été notées en se basant sur 1’aspect

microscopique et macroscopique (Leveau et al, 1979 ; Bourgeois et al, 1996).
» L’observation macroscopique des levures

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premiére
caractérisation des isolats. Les ¢léments d’identifications macroscopiques sont ceux qui sont

déclarés par (Joffine et Leyral 5 2006);en I’occurrence:

v Forme des colonies : rondes, punctiforme.
Taille des colonies: 6a8 micrometre.
Couleur de la colonie: blanche.
Elévation : convexe, plate.

Opacité : opaque, translucide.

AN N NN

Surface : lisse.
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» L’observation macroscopique des moisissures
v L’aspect morphologique des colonies et la texture du thalle (laineux).
v’ La couleur du thalle (pigmentation du mycélium, (blanc, vert, noire, maronne)

v Couleur du revers de la culture. (translucide)

Ces caractéres sont étudiés a I’ceil nu.

6 La conservation

La conservation des souches levuriennes et des moisissures consiste a procéder des
repiquages successifs sur gélose incliné de Sabouraud et de milieu PDA. Une incubation a
30°C pendant un intervalle de temps de 3-5 jours été réalisé. Par la suite les boites ont été

conservées a une température de 4°C (UI-Haq et al. 2002).

7 Recherche des quelques activités enzymatiques des isolats sélectionnés de levures et
des moisissures
Cette étape de travail consiste a réaliser quelques testes permettent la mise en évidence

de quelques activités enzymatiques de quelques isolats des levures et des moisissures.

7.1 Recherche de I’amylase

Dans ce test, les isolats sélectionnés de moisissures et de levures (six isolats de
levures et quatre isolats de moisissures) ont ét¢ ensemencées sur la gélose de Gausse
(Annexel). Apres 14 jours d’incubation a 28°C.  Les boites de Pétri contenant le milieu
gélosé est recouverte d’une solution de Lugol. L’hydrolyse est mise en évidence par la

présence d’une zone claire autour des colonies apres ajout du Lugol (Geraldine et al. 2014).

7.2 Recherche de la cellulase

Cette activité a été testée sur une gélose additionnée de la cellulose (Annexe I). Le
milieu est coulé sur boites de Pétri puis ensemencé par stries des isolats testés et incubés a
30°C. Apres sept jours, une solution aqueuse de rouge Congo a 1% suivie d’une solution de
Na Cl pendant 15 min permet de mettre en évidence la dégradation de la cellulose (Pinky et

al. 2012).
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7.3 Recherche d’une Gélatinase

Les isolats sont cultivés sur gélose nutritive contenant 1% de la gélatine (Annexe I)
pendant 14 jours a 30°C. Les zones ou la gélatine n'est pas dégradée s’opacifient lorsqu’une
solution de chlorure mercurique est ajoutée. Les zones claires correspondent aux zones de

I'hydrolyse (Geraldine et al. 2014).

7.4 Recherche des lipases (Recherche des estérases)
Le test de I’activité lipasique a été réalisé sur le milieu de Sierra additionné de tween
80 (Annexe I) (Sierra, 1957). Aprés sept jours d’incubation, 1’apparition d’un halo opaque

autour des colonies traduit la présence d’une estérase.

7.5 Recherche de la tyrosinase

Ce test a été réalisé sur une gélose a la tyrosine (Annexe I) Les boites sont incubées a
30°C.La dégradation de la tyrosine se manifeste par une auréole de coloration marron autour

des colonies qui peut se transformer graduellement en noir (Roy et al. 2014).
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Les analyses microbiologiques de I’échantillon de sol ont été réalisées au niveau du

campus des laboratoires pédagogiques de la faculté de la science de la nature et de la vie —
khanchela.

1 Isolement et purification des levures et des moisissures
Les colonies de levures et de moisissures apparaissent aprés 2 a 5 jours d’incubation
(Figure 22 ;23). Apres observation microscopique, les colonies de levure et de moisissures

ont été purifiées par repiquage dans le milieu Sabouraud et PDA respectivement et incubées a

30 °C pendant 3-7 jours.

Figure 23 photographe mise en Figure 22 photographe mise en
évidence 1’isolement des levures sur évidence I’isolement des moisissures
milieu Sabouraud. sur milieu PDA.

= |

Ainsi, on a 148 isolats des levures et 14 isolats des moisissures ont été obtenus et se

répartissent comme suit : (tableau 14)

Les Figures24 Et 25 montres 1’aspect de quelques isolats de levures et de

moisissures apres 1’étape de purification.

Tableau 14 nombre d’isolats des levures et champignons par site exploré

site de prélévement Nombre d’isolats
Moisissures Sol irriguée des eaux usées 14
Levures Meskiana Oum Bouaghi 148

2 Discussion de dénombrement

Les levures sont des champignons microscopiques unicellulaires eucaryotes. D’apres

les résultats présentés dans Le Tableau 14, on remarque que la population de levures
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enregistrées dans 1’échantillon du sol irrigué par les eaux usées d’Oued Meskiana est

supérieure a 100 isolats (Figure 24).

JE-T¥

Figure 24 Aspects sur milieu Sabouraud des isolants purs des levures.

Le nombre d’isolats des levures obtenu par notre étude sont plus de 100 isolats par
contre le nombre d’isolats obtenu a partir du sol forestier est proche avec celui obtenu par
Amara et Boukhoursa (2019) qui ont pu récupérer 15 isolats a partir d’un échantillon de sol

forestier (site Abd elmalek Ramdane, Ouillis de la wilaya de Mostaganem).

Figure 25 Aspects sur milieu PDA des isolats purs des moisissures
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Les champignons sont des micro-organismes capables de coloniser différents
¢cosystemes. Le nombre des moisissures et des levures est trés différent d’un site a un autre
et qui peut étre influencé par la disponibilité de la matiére organique essentielle pour leur
croissance. Dans ce travail, I’isolement des champignons a été réalisé a partir d’un sol irriguée

des eaux usées de la région de Oum EI Bouaghi).

Le dénombrement de la microflore fongique présente dans 1’échantillon de sol étudié a

¢été réalisé par comptage des colonies apparues dans des boites d’a I’ceil nu.

D’apres les résultats présentés dans Le Tableau 14, on remarque que la charge

fongique enregistré dans sol irrigué par les eaux d’Oued Meskiana est tres faible.

Ces résultats rejoignent les résultats obtenus par Boiron (1996) qui a signalé que
certaines especes fongiques se retrouvent sur différents types du sols, comme les Aspergillus,
Penicillium, Epicoccum, Fusarium, Trichoderma, Mucor, Absidia, Rhyzopus, Mortierella,

Zygorhynchus, Chaetomium, Gymnoascus (Figure 25).

3 L’identification des levures et moisissures

3.1 Observation microscopique des levures

Des préparations microscopiques (objectif x40) ont été¢ effectuées entre lame et
lamelle aprés 1’ajoute de bleu de mythélén ; L’étude microscopique permet de définir ; d’une
part la forme (ovoide,), la taille des cellules est 6a 8 Micrometre, (Figure 26) (Bourgeois et

Leveau, 1980).

Figure 26 1’observation microscopique des levures (observationX40).
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3.2 Observation microscopique des moisissures

On fait I’observation microscopique des moisissures a laide de la technique de drapeau
par I’utilisation d’un morceau de cellophane ou un marceau de scotche qui appliquée sur la
surface de la culture étudiée (moisissure), il est ensuite examiné entre lame et lamelle .L’étude
microscopique permit I’observation (X 10, X100) des thalle (mycélium) et des spores (Figure

27, 28).

“ | '
" fi
. - [ij .
'
). Aa
b4
. . . . . . ‘.l.
Figure28L’observation microscopique Figure 27 L’observation microscopique
des moisissures noires des moisissures blanche
(observationX10). (observationX100).

4 Mise en évidence des activités enzymatiques
Les résultats des activités enzymatiques des quelques isolats des levures et de
moisissures isolés a partir d’échantillon du sol étudié sont illustrés dans le (Tableau 15 et

16)ci dessous :

Tableau 15 Résultats d’activité enzymatique des isolats de levures sélectionnés (SS1-SS6).

SS1 SS2 SS3 SS4 SSsS SSe6
Amylase ++ - +- - ++ +
Cellulase +- - +- ++ ++ ++
Gélatinase -- -- -- -- -- -
Lipase -- - -- -- -- --
Tyrosinase - - -- -- -- -

(-) pas d’activité, (+-) activité faible, (+) activité modeérée, (++) activité forte.
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Tableau 16 Résultat d’activité enzymatique des isolats de moisissures sélectionnés

Ms.N Ms.V Ms.M Ms.B
Amylase ++ + ++ +
Cellulase + + + -
Gélatinase - - - -
Lipase - + - +
Tyrosinase - - - -

(-) pas d’activité, (+-) activité faible, (+) activité modérée, (++) activité forte

4.1 Mise en évidence de I’activité enzymatique Amylolytique

A partir du (Tableau 15 et 16), les isolats de levures et de moisissures isolés a partir
d’échantillon du sol étudi¢ montrent une activité amylolytique intéressante. Apres 1’addition
du Lugol, ’apparition d’un halo clair autour de chaque colonie traduit la dégradation de

I’amidon (Figure 29 et Figure30) cela montre que les isolats testés possedent une amylase.

Figure 29 Mise en évidence de I’activité amylolytique des levures.

D’apres le (TableaulS) et la (Figure 29), on remarque que les isolats des
levures(SS1_SS3 SS5 SS6) ont bien dégradé 1’amidon, cependant les isolats SS2 et SS4 ne
montrent pas une activité amylolytique. Ceci est similaire aux travaux de(Geraldine et1981) ;

et avec (Stanek et Roberts, 1974).
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Figure 30 Mise en évidence de I’activité amylolytique des moisissures.

D’aprés le (Tableaul6) et la (Figure 30), on remarque une forte dégradation de
I’amidon par les isolats de moisissures (Ms.M et Ms.N ;Ms.V et Ms.B) ce qui montrent une

forte activité amylolytique.

En effet, en présence de Lugol, I'amidon se combine avec lui et donne un complexe de
coloration bleu foncé plus ou moins intense selon sa concentration. Preuve de la dégradation
de I’amidon par I’a-amylase, les souches a halo clair sur le pourtour, sont considérées comme

productrices d’ a-amylases (Tableau 15et 16) (Figure 29 Et 30).

Par exemple la souche Penicillium.Spse distingue par une activité amylolytique élevée
avec une zone d’hydrolyse de diamétre mesuré a 10 mm. Par ailleurs, plusieurs especes du
genre Penicillium telles que P.fellutanumet,P. notatumsont productrices d’a-amylase, comme

a ¢été¢ montré par les études de Kathiresan et Mannivanan(2006) ; Ertan et Balkan (2007).

4.2 Mise en évidence de I’activité cellulotique

Les résultats d’étude de ’activité cellulotique des isolats de levures et moisissures
isolés a partir de 1’échantillon de sol est ¢étudié sur un milieu gélosé a cellulose apres 1’ajoute
une solution aqueuse de Rouge Congo a 1% suivie d’une solution de Na Cl. La dégradation
ce traduit par la formation d’une zone transparente autour des colonies, ce qui indique la

dégradation de la cellulose (Figure 31), (Figure 32).
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Figure 31 Mise en évidence de I’activité cellulolytique de levure

D’aprés Le Tableaul5 et La Figure 31, on remarque que les isolats de levures (SS4,
SS5, SS6) ¢tudiés possedent une forte activité cellulolytique, par contre une trés faible
activité a ¢été détectée pour les isolats SS3et SS1. Aucune activité n’a été détectée pour
I’isolat SS2 Par contre les résultats obtenir par I’étude de (Arrouf et Laiche 2021) Dactivité
cellulolytique des levures isolées a partir de trois échantillons étudiés (1,2 et 3) ne montrent

pas une activité cellulolytique.

Figure 32 Mise en évidence de ’activité cellulotique des moisissures

En ce qui concerne les isolats des moisissures, on remarque une forte dégradation de la
cellulose par les isolats (Ms.M et Ms.V).Ce résultat est similaire avec les resultats obtenus
par 1étude de(Arrouf et Laiche 2021). En effet, les champignons aérobies stricts ont un
équipement enzymatique leur permettant d’hydrolyser les polysaccharides des parois
cellulaires végétales (Carlileer al. 1997). De plus, la capacité a dégrader la cellulose en
aérobiose est largement répandue chez les ascomycétes et les basidiomycetes (Lechien,
2009).

Apres le test, I’observation d’une zone claire apparente concerne les isolats de moisissures
indique présente 1’activité cellulolytiques permet de mettre en évidence la dégradation de la

cellulose ainsi on a constaté 1’absence d’une zone d’hydrolyse apparente autour de la colonie
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Ms.N et Ms .B capable li¢é a la quantité des enzymes extracellulaires libérées par les

moisissures testées.

4.3 Mise en évidence de ’activité protéolytique

Les résultats d’étude de ’activité protéolytique des isolats de levures et de moisissures
isolés a partir de 1’échantillon de sol étudié sur le milieu gélose a gélatine apres I’ajoute une
solution de chloride de mercure permet de mettre en évidence la dégradation de la gélatine qui

se traduit par la présence d’une auréole claire autour des colonies.(Figure 33),(Figure 34).

Figure 34 Mise en évidence de I’activité protéolytique des
moisissures.

Les isolats de levures et de moisissures sélectionnés dans cette étude ne montrent pas une
activité protéolytique on discute ce résultat par I’incapacit¢ de ces dernier (levures ;
moisissures) de dégradation de la gélatine (Figure 33 Et Figure 34).Ce résultat s’accorde

avec celle de Geraldine et al.(1981).

4.4 L’activité enzymatique de tyrosinase

Les résultats d’étude de ’activité tyrosinase des isolats de levures et de moisissures
isolés a partir de I’échantillon du sol étudié sur le milieu gélose a tyrosine sont présentés dans

les (Figure 35), (Figure 36).
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La dégradation de la tyrosine se manifeste par une auréole marron ou noire autour des
colonies. Aucune activité n’a été détecté que ce soit pour les isolats de levures ou des

moisissures étudiés pour ce test (Figure 35, 36), par contre aux travaux de Roy et al. (2014).

Figure 36 Mise en évidence de I’activité de tyrosine des moisissures

Les isolats des levures et des moisissures non dégradants pas la tyrosine cette résultats
montre que ces isolats (levures et moisissures) ne sont pas dotés cette activité
enzymatique.

L’activité enzymatique de lipasique

Les résultats d’é¢tude de 1’activité lipasique des isolats de levures et de moisissures
isolés a partir de I’échantillon de sol étudié sur le milieu Sierra additionné de tween 80. Cette
activité se traduit par I’apparition d’un halo opaque sans 1’ajout d’aucun réactif (Figure 37)
(Figure 38).Aucune activité¢ lipasique ¢été détecté pour les isolats de levures et des

moisissures.

Figure 37 Mise en évidence de 1’activité de lipase des levures.
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Figure 38 Mise en évidence de ’activité de lipase des isolats des
moisissures.

Les isolats des levures et des moisissures sauf MS.B non dégradants pas le lipase par
cette résultats montre que ces isolats (levures et moisissures) ne sont pas dotés cette activité
enzymatique(la dégradation de lipase) par contre les moisissures Ms.B fait une dégradation de

lipase.

En fin d’apres notre étude des déférents activités enzymatiques (activité amyloritique
I’activité protéolytique ’activité cellulosique 1’activité lipidique) nous avons conclu qu’il
existe des isolats des levures et des isolats des moisissures obtenu apres 1’isolement fait une

ou plusieurs activité enzymatique comme il ya des isolats ne fait pas une activité enzymatique
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Le sol est I'un des plus importants réservoirs de biodiversité de notre planéte. On
estime qu’un gramme de sol abrite plusieurs milliards de bactéries et champignons, des
levures, avec plus de 1000 especes différentes (Curtis et Sloan, 2005).

Le sol occupe également une position centrale dans le fonctionnement de notre
systetme planétaire. A D’interface des quatre autres grands milieux naturels (lithosphére,

hydrosphere, atmosphere et biosphére).

Ainsi, 1’objectif de notre travail est 1’étude de I’impact des eaux d’irrigations sur la

diversité microbienne du sol.

Le prélevement d’un échantillon de sol est une opération délicate, I’échantillon doit
étre homogene, représentatif et obtenu sans modifier les caractéristiques physico-chimiques et

microbiologiques de sol.

Un échantillon de sol a été prélevé a partir de Sol irrigué par les eaux d’Oued

Meskiana avant déversement des eaux usées, durant le mois d’avril 2022.

Afin d’isoler des souches des levures et des moisissures, de mettre en évidence leurs
activités enzymatiques.
La premiere partie de ce travail est consacrée a I’isolement et purification des souches

levuriennes et des moisissures qui contiennent de quelque activité enzymatique.
De notre étude on étudiées Cinque activités enzymatique :

1. Recherche de I’amylase.
Recherche de la gélatine.
Recherche de lipase.

Recherche de I-tyrosine.

nok W

Recherche de cellulose.

Cette ¢étude de la mise en évidence et la production des enzymes hydrolases de souche
levuriennes et moisissures a donné des résultats trés encourageants qui devront étre complétés

par les Perspectives suivantes :

» une identification moléculaire des souches obtenues a partir de 1’isolement.

» Optimisation des paramétres de production des enzymes: pH du milieu, et nature
de I’agent humidifiant.

» Purification recommandée des enzymes pour une éventuelle utilisation en

industrie alimentaire ou pharmaceutique.
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Annexe I. Composition des milieux de culture utilisés

e Gélose de Gause

P KNS, 0lg

P KH2PO. .o 05¢g

P MBSO 05¢g

P UNACL . e 05¢g

F FCS O 001g
P AMIAON. .. coiiiiieiieceee ettt 20g
P AGAT. et et 30g
P Eau distillée. ....cccoiiiiiiieieeeeeeee e 1000 ml

pH=7.

e Gélose a la cellulose

P Cellulose. ... 05¢g

P NaANOS . e 0.1g

P KHPOA .o lg

P MESOA .ot 0.05¢g

» EXtrait de [eVUIe .....ccociiiiiiiiiiiee e 0.05¢g

P AZAT Lot neas 15¢g

P Bau distillée ....cccooieiiiiiieeeeee e 1000 m
pH=7

* Gélose a la gélatine
P PePIONC. ..o en 05¢g

> Extrait de baeuf .......ccooiviiiiiiiiceee e 03 g
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>

vV VWV Vv V VYV

L@ 131 s [P TS 04 ¢

YN | PP RPRRUPPPRRN 15¢g

Eau diStillée .......oooiiiiiiiiie e 1000 ml
pH=7

PEPLONE .. eeeiieieee s 10g

NACT .ottt 05¢g

CaClI2-THO2Z ...t 0.1g

Eaudistillée ...... ..o 1000 ml

ALGAT oo e e s e e et e e e e raeeeennes 18 ¢g

TWEEN 80 ..ot 10 ml
pH=7.4

* Gélose a la tyrosine

>

vV VWV VYV V¥V

PePLONe. .. .veiiiiiiee e 05¢g

Extrait de viande..........ccoooeeiiiiiiienie e 03 g

LAtyTOSING .. .oieivieeciiie ettt e e et e e e e e e e s 05¢g

F N | SR PRPRRRPPPPR 20g

Eau diStill€e .. ...cooiriiiiieiieecee e 1000 ml
pH=7

e Gélose Potato Dextrose Agar (P.D. A)

>

YV V V V

Infusat pomme de terre .........cccceeviieriieriiieieeieeee e 200ml
DEXITOSE .. neieeiiiiie ettt 20g
Eau distille ....ooooiii e 1000ml
AT 20g
pH= 5.4 (Larpent et Larpent — Gourgaud, 1985).
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o Gélose de sabouraud

>
>
>
>
>
>

Peptone pancréatique ..........c.ovvviiiiiiiiii i, 05¢g
Peptone trypsique. ......covviiniiii i 05g
GIUCOSE ..ottt et e 20g
Eau distillé ... 1000ml
GlOSE. .ottt e 20g

Ph=6.3 (larpent et larpent- Gourgaud, 1985)

Annexe I . Réactif et colorant

e Les solution de lugol

» Todure de potassium ...........ooeiiiiiniiiiiiiiiii e 02g

» Tode métalloide Io.......oooveiiiiiii Olg

» Eaudistillé. ... 100g
e La solution de Rongcorrgo

P ROUZE COIT0. . ittt e Olg

» Baudistillé.........oooo 100g

e La solution de NaCl
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Théme : Etudede quelques activités enzymatiques des souches de levures et moisissures isolées
d’unéchantillon du sol irriguée des eaux usées

Résumé

Notre travail s’est intéress¢ a 1’étude de quelques activées enzymatiques des levures et
moisissures isolées a partir de sol irriguée par les eaux usées de 1’Oued Meskiana Oum albaoughi.

Ce travail s’intéresse a la mise en évidence des activités hydrolase chez les souches levuriennes
et moisissures, pour cela la premiére partie de ces travaux de recherche a porté sur 1’isolement des
souches levuriennes et moisissures a partir de sole prélevé.

Les souches ont été d’abord purifiées sur le milieu Sabouraud pour les levures et PDA pour
les moisissures, avant d’étre ensemencées sur des milieux spécifiques pour révéler les différentes
activités enzymatiques recherchées. En fait, ces milieux contenaient du I’amidon, de la cellulose,
de la L-tyrosine, de la gélatine, et du tween 80 et ceci pour détecter la production du I’amylase,

la cellulase, la L-tyrosinase, la Gélatinase, et lipase incubée pendent 3a7 jours a 25 a 30°C.

La plupart des souches sélectionnées montrent des résultats positifs, la cellulase et
I’amylase sont les enzymes les plus produites par nos souches de levures, cependant la gélatinas et
la tyrosinase et la lipase sont les moins répondus pour les levures. Et pour les moisissures
I’amylase et la cellulase, la lipase sont les enzymes les plus actifs, tandis que la gélatinase et la

tyrosinase ne produits pas par les isolats testés.

Ces résultats montrent clairement que ce sol irrigué d’eaux usées représente une source
important de souche possédant un potentiel de production des enzymes doté¢ des applications

industrielle.

Mots clés : le sol, activité enzymatique, levure, moisissure.

Devants le Jury :
Présidente : Dr. SEBIHI F. (MCA) Univ. Abbés Laghrour- Khenchela

Examinatrice : Dr. MALEL H. (MCB) Univ. Abbés Laghrour- Khenchela
Encadreur : Dr. LEULMI N. (MCB) Univ. Abbés Laghrour- Khenchela

67



