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1- Introduction

Lesmicroorganismes sont largement exploités en Biotechnologies pour leur production de
différents métabolites primaires et secondaires (Demain, 2000) ayant des valeurs ajoutées et
des activités biologiques trés importantes dans divers domaines (médical, pharmaceutique,
agriculture, ...etc). Parmi ces molécules, les antibiotiques et les antifongiques, des substances
naturels bioactives, produites essentiellement par différentes especes de champignons
(zhanget al., 2006) .

En effet, les espéces Aspergillairessontlargement exploitées dans la production d’une gamme
étendu d’acides organiques (acide citrique, acide gluconique,..), d’enzymes (protéases,
lipases, amylases,...) et des métabolites bioactifs (antibiotique, antifongique) (Abracaet al.,
2004 ; Varga et al., 2004 ; Holkeret al., 2004 ; Bouchet et al., 2005; Heitmanet al., 2007),
dont la biosynthése de ces derniers produits naturels, est habituellement associée au
développement et a la différentiation du champignon (Ward et al., 2006).

Comme la plupart des moisissures, Aspergillus repens est parmi les espéces dotées d’un
pouvoir de production de différents métabolites secondaires, pouvant avoir un effet
antimicrobien remarquable(Slacket al.,2009).

Par ailleurs, le figuier de barbarie,qui est une plante originaire des régions aride et semi-aride
du Mexique, a été introduite en Afrique du Nord vers le 16°™ siécle (Habibi, 2004).Sa
remarquable variabilité génétique lui procure une forte adaptabilité écologique, ce qui lui
permet de vivre sous différentes conditions climatiques (Stintzing& Carle, 2004).Les
températures maximales supportées excedent les 50 a 58°C, Bien que cette espece ait une
large faculté d’adaptation pour différents sols (acides, calcaires ou pauvres en matiére
organique), elle a une préférence pour les sols tres permeéables, sableux ou caillouteux (Nerdet
al.,1991 ; Skiredj et al., 1998 ).

Les figues de Barbarie, constituent une matiére premiére potentiellement importante et
abondante pour I'industrie. Sa culture joue un réle stratégique dans I'agriculture (Habibiet al.,
2008).Ces fruit sont également riches en minéraux tels que le magnésium et le calcium
(Feuganget al., 2006). La totalité des sucres présents dans le fruit est constituée de glucose et
de fructose dans un rapport de 18:1. Ce rapport est considéré comme une spécificité des

figues de Barbarie par apport a celui des autres fruits. La teneur en acides amines libres (257
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mg/100g) est largement supérieure a la teneur moyenne des autres fruits a I’exception des
raisins et des agrumes qui contiennent une teneur identique (Stintzinget al., 2001). En plus de
ses qualités et de ses valeurs nutritionnelles, le fruit du figuier de barbarie estconsidéré
comme un produit trés bon marché dans toutes les regions de I’ Algérie, puisque il n’est pas

exigent pour sa culture et occupe des territoires impropres a I’agriculture.

Toutes ces propriétés liées au figuier de barbarie, nous ont laissé penser a utiliser ses fruits
comme substrat de production de métabolites secondaires, pouvant avoir des effets
biologiques remarquables. De ce fait, I’objectif principal du présent travail, repose sur la
production de substances bioactives a partir d’une souche d’Aspergillus repenssur un milieu a
base d’extrait de figues de barbarie (Opuntia ficus-indica). Plusieurs points sont pris en

charge dans cette étude pour répondre a cet objectif a savoir ;

- L’étude descaracteresmorphologiques de la souche Aspergillusrepens;

- L’étude de développement de la souche sur différents milieux solides, en particulier,
celui a base d’extrait de figues de barbarie ;

- Lamise en évidence, in vitro, de I’activité antimicrobienne d’Aspergillus repens,

- La production de substances bioactives, par fermentation, en erlens, sur milieu liquide
a base d’extrait de figues de barbarie;

- L’extraction et la purification des substances bioactives produites;
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2 - Revue bibliographique
2.1 - Figuedebarbarie

2.1.1- Lesfigues de barbarie dans le monde végétal

Le figuier de Barbarie est une plante originaire des zones tropicales du continent Nord-
Américain, en particulier du Mexique. Il a été introduit au Nord et au Sud de I’ Afrique et tout
au long du bassin méditerranéen vers 16°™ siécle, comme pour beaucoup d’autres espéces
végétales et animales (Araba et al.,2000).Le figuier de Barbarie qui est une plante xérophyte,
produit des fruits comestibles et du fourrage pour le bétail, ses raquettes sont riches en eau et
éléments nutritifs(Arba,2009).Plusieurs noms sont attribués au figuier de barbarie afin de

donner une parfaite présentation de cette plante (Oued et al.,1990) :

-Nom scientifique : Opuntia ficus indica

-Nomberbére : El hendi, sabara, karmoussnsarra

-Nom francais : Figuier de barbarie, le nopal,figuier d’inde
-Nom anglais : Pricklypear

Il est appelé aussi,Cactus-raquette, oponce, figue de chrétien (Felice ,2004).

2.1.2- Morphologie

La raquette (figuier de barbarie) est un arbre a tiges aplaties, appelées cladodes érigées ou
retombantes. Elles peuvent étre couvertes d’épines ou non, La racineest superficielle,
caractérisée par une grande capacité d’absorption d’eau, L’article ou cladode sont des fausses
tiges, ayant une longueur de 30 a 50cm et une largeur del5 a 30cm (figure 1). La couleur des
cladodes est vert mat. Ils ont la grande capacité d’emmagasiner I’eau, Leurs fleurs ont une
couleur jaune a jaune orangee, ayant une longueur de 7 a 10cmsur 3 a 6cm de diametre. Elle
apparait au sommet des articles terminaux, Les fruits se trouvent a I’extrémité des cladodes.
Leurs caractéristiques varient suivant les espéces a savoir : la taille, le poids,la forme ainsi que
la couleur(Astieretal., 2004).
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Figure 1: Schématisation d’une cladode avec ses différents composants (Schweizer, 1997).
2.1.3-LeFiguier debarbarieen Algérie

Les espéces de cactus les plus largement répandues dans les pays du Maghreb, sont Opuntia
dillenii, Opuntia vulgaris, Opuntia compressa et Opuntia ficus indica. Cette derniere est la
principale espéce qui produit les fruits comestibles (Arbaet al.,2000).Deux formes d’Opuntia
ficusindica(L.) (figure 2) poussent dans plusieurs steppes Algériennes étudiées par Chaouche

et Abdul-Hussain, (2008): une inerme et une épineuse (figure 3).

> Les formes inermes présentent des différences au niveau de leurs pores, de la couleur
du fruit et de la période de fructification. Les dimensions etle poids du fruit est
influencés par la période séche et par la période de précipitation.

> Les formes épineuses font partie de trois étages bioclimatiques différents et elles
different entre elles par la couleur de la chaire et par la présence des épines (Su

etZhao, 2003).
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Figure 2 : Figuier de barbarie (Opuntia ficusindica)de la région de Hamma Bouziane, Constantine
(Algérie).

Figure3 :Variete d"Opuniua ficus-indica: (A) :épineuse;(B):inerme (Mulas M et Mulas G, 2004).

2.1.4 - Position systématique du figuier de barbarie

SelonWallace et al., (1997),la position systématique du figuier de Barbarie est la suivante :
Famille : Cactaceae

Sous-famille : Opuntioideae

Ordre: Caryophyllales

Sous-ordre : Portulacineae

Genre: Opuntia

Espece: O. Ficusindica(L.) Mill.
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2.1.5-LesFruitsde Figuedebarbarie

Ces fruits sont d’une valeur nutritionnelle importante, ils sont sucrés et juteux et semblable a
la plupart des fruits comme les oranges, les pommes, les poires, les cerises...etc. (Barbera
etal., 1992). Un seul fruit de figue de Barbarie plus au moins gros,pése entre 30 et 150 g
(Loudyi, 1995) et se compose denviron 48% de pelure, 45% de pulpeet 7% de graines

(Hamdi, 1997). La composition chimique de ce fruit est illustrée dans le tableau suivant :

Tableau 1:Composition chimique du fruit d’Opuntia ficus indica (Feuganget al., 2006).

Composants du fruit Pour centage (%)
Eau 84-90

Cendres 03-1

Sucres totaux 10-17

Sucres réducteurs 4-14

pH 53-7,1

Fibres 0,02-3,15

Acidité titrable (acide citrique) 0,01-0,12

Protéines 0,21-1,6

Lipides 0,09-0,7

Teneur en vitamines et en antioxydants | Par 100g

Vitamine C 12-81 mg
_ _ 111-115 pg
Vitamine E
Vitamine K1 83231 g 37
Caroténoides totaux 1’2 3 O g
> beta-caroténe e 750 Mg
Flavonoides:
> Dérivés de Kaempférol 8;%838 g
> Dérivés de quercetine 0’19_2 ?11
> Dérivés d’isorhamnétine 19-enlg
Teneur en sels minéraux (mg/100g)
Calcium (Ca) 12,8 -59
_ 16,1 -98,4
Magnesium (Mg) 90-220
Potassium (K) 15-32,8
Phosphore (P ou PO4) 04-15

Fer (Fe)
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Par ailleurs, la composition chimique du jus des figues de barbarie sans pelure est représentée

dans le tableau 2. Ce jus est obtenu a partir des fruits par des procédés mécaniques,

fermentescibles, mais non fermenté, possédant la couleur, I’arome et le gout caractéristique du
fruit (Vierling, 2008).

Tableau 2: Composition chimique du jus des figues de barbarie (Hassan et al ,1994).

Composants

Concentration

Glucose
Fructose
Protéines
Proline

Acide citrique
Pectine
Cendre

Ca2+

Na+

K+
Magnésium2+
Manganese2+
Fe+

Zn2+

Cu2+
Phosphore
C:RapportdeN

40(g/l)
51(g/l)
4.2(g/l)
0.50(g/1)
1.30(g/l)
0.40(g/1)
3.80(g/M)
144(mg/l)
30(mg/l)
1720(mg/l)
320(mgl/l)
1.40(mg/l)
1.55(mg/l)
1.70(mg/l)
0.45(mgl/l)
36(mg/l)
50(mg/l)

2.1.6 - Utilisation desfruitsdesfiguesde barbarie

Le fruit revét plusieurs vertus therapeutiques et nutritionnelles dont certaines restent peu

connues. En effet, la littérature rapporte que ce fruit est utilise dans la prévention des maladies

telles que le diabéte, certains troubles cardio-vasculaires, les infections de I’appareil urinaire

et les troubles digestifs (Alimiet al,2010). Outre sa consommation a I’état frais, ce fruit est

également utilisé pour la fabrication de jus, de gelées, de confitures. Plusieurs études ont été
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meneées sur I'huile des graines et I’huile extraite a partir de la pulpe ainsi que les organes
floraux (Park, 2001 ; Ennouriet al.,2005).

Le jus de figue de barbarie contient des sucres fermentescibles (Glucose et fructose), il a
également été considéré comme une matiere premiére pour la protéine monocellulaire (SCP)
produite avec Candida utilis (Paredes-Lopezet al., 1976). En outre, il pourrait servir
d'alternative a la mélasse, substrat pour la production de levure de boulanger, et ce, en aidant

a diminuer les problemes environnementaux liés a la melasse (Hamdi, 1997; Saenz, 2000).

2.2- Lesmoisissures
2.2.1- Généralité surles moisissures

Les mycetes sont des microorganismes eucaryotes filamenteux, aérobies strictes et rarement
anaérobies (Mathew, 1995 ; Tortora et al, 2003), L’appareil végétatif se compose d’elément
de base appelé hyphe qui forme un réseau de filaments ramifiés ; le mycélium (Mathew,
1995). Les hyphes, segmentés ou non, sont en fait de petits tubules transparent s’entourent
d’une paroi cellulaire rigide formée de polymeére de chitine et des polyméres de la cellulose,
éléments chimiques qui lui conférent une grande rigidité, une longévité et une grande capacité
de résistance a la chaleur et a des pressions osmotiques €elevées. De ce fait, les mycetes sont
donc capables de vivre dans un environnement rude (Tortora et al, 2003). Tous les
champignons sont des chimiohétérotrophes. Ces organismes peuvent souvent utiliser des
polymeres complexes grace a des enzymes extracellulaires (Larpent, 1997).

Les mycetes sont principalement des organismes terrestres, bien que certains soient marins ou
En effet, les mycétes se développent a pH légérement acide (3 et 7) et a une température
optimale comprise entre 20°C et 30°C, cependant certaines espéces sont psychrophiles, se
développant a des températures tres basses (<15°C ou méme parfois a <0°C (Botton et al.,
1990 ; Guiraud, 1998 ;Tortora et al, 2003).

2.2.2- Prolifération

La plupart des champignons possédent deux modalités de reproduction; la reproduction
sexuée (parfaite) et la reproduction asexuée (imparfaite ou végétative) (Senalet al, 1993). La
premiére est faite par la fusion de deux noyaux haploides qui forment un zygote diploide. Ce
dernier est pouvu de parois épaisses qui permettent de suivre pendant qu’réle modeste dans la

dissémination des champignons. Comparéa la voie asexuée, qui assure un pouvoir de

8



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

contamination considérable vu que la dissémination est assurée par le vent pour les
champignonadéveloppementaérien et par la microfaune et les eaux de pluie et d’irrigation

pour les champignons du sol(Davet, 1996).

2.2.3-Legenre Aspergillus

C’est un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. Le thalle, hyalin ou coloré,
présenteun mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en
vésicule(Raper et Fennell, 1965) (figure 4).Ce genre comprend environ 185 especes réparties
en 18 groupes morphologiquement,génétiquement et physiologiquement proches (Raper et
Fennell, 1965 ; Botton et al, 1990 ;Roquebert, 1998). Une vingtaine d’espéces est impliquée
dans des pathologies animales ethumaines.

Les Aspergillus ont une large répartition geographique, mais sont plus souvent associés
auxrégions a climat chaud (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002); ils se développent sur
lamatiére organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires,
lescéréales. De nombreuses espéces d’Aspergillus sont présentes dans I’environnement
humain,notamment dans la poussiere et I’air (Morin, 1994).Certaines especes peuvent étre
directement pathogenes pour I’homme et les animaux en étantcapable d’envahir les tissus
vivants et provoquer des aspergilloses (Aspergillus fumigatusresponsable de mycoses
pulmonaires ; Aspergillus nigerresponsable d’aspergillose duconduit auditif) (Morin,
1994).De nombreuses espéces d’Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité a produire

desmycotoxines responsables de pathologies animales et humaines.

Enfin, certaines espéces d’Aspergillus sont utilisées dans I’industrie agro-alimentaire et
dansl’industrie des produits biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes,

d’acidesorganiques et de molécules bioactives (Botton et al, 1990).
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Figured :Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus(Raper et Fennell, 1965).
2.2.4 - Aspergillusrepens

Aspergillus repens, est une espece osmophile, se développant, principalement, sur substrat a
faible activité en eau. Elle développe en culture les deux formes de reproduction, sexuée d’ou
son nom teléomorphe:Eurotium repens et asexuée d’ou son nom anamorphe : Aspergillus
repens(Podojilet al., 1979). C’est une espece cosmopolite retrouvee dans les bonbons
contaminés, les marrais salins (Podojilet al., 1979 ; Kelavkaret al., 1993), au niveau de
I’éponge Suberitesdomuncula(Smetaninaet al., 2007) et les sols agricoles (Arotupinet al.,

2008)avec une fréquence plus élevée dans les régions tropicales et subtropicales.

La souche d’A.repensest mésophile. Quoiqu’ elle puisse se développer entre 7 et 40°C, la
températureoptimale pour la formation de conidies et d’ascospores est de 25-30°C.
Cependant, les températures optimales et maximales pour la germinationet la croissance des
ascospores sont respectivement de 24°C et 37- 40°C. Les ascospores sonttuées aprés 10 min
d’exposition a 75°C(Gonzalez et al., 1988).

2.3- Métabolites secondaires produits par Aspergillusrepens

Beaucoup de mycétes et de bactéries peuvent produire des composes appelés
métabolitessecondaires (Demain, 1999).Les champignons sont des producteurs prolifiques de
métabolites secondaires. Turnre, (1971) a enregistré presque 1000 produits fongiques en
1971. En 1983, le chiffre avait plus que double (Turner et Aldridge, 1983).

10
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Les métabolites secondaires sont des composes non essentiels au métabolisme basique des
champignons quelques métabolites sont spécifiques & une ou deus especes alors que d’autres
peuvent étre produit par différents genres (Gaitatzis et al .,2002).Chez les myceétes, la
production de métabolites secondaires est un processus couplé audéveloppement
morphologique en particulier, a la phase de sporulation (Demain et fang, 2000 ;Calvo et al.,
2002). En effet, le métabolite secondaire peut étre un produit d’un métabolite primaire du
méme microbe (Calvotet al., 2002 ; Tortora et al., 2003 ).

Les metabolites secondaires englobent tout produit a activités antibiotiques, pharmaceutiques,
immunosuppressive et toxiques (mycotoxine et phytotoxine) (Jae-Hyuket Keller, 2005 ;
Keller etWoobok, 2005).

Les Aspergillus ont une grande importance économique, écologique et médicale. La
production des meétabolites secondaires extracellulaires et intracellulaires par plusieurs
especes d’Aspergillus a été détectée chez A. aculeatus, A. ochraceuset A. terreus. Ces
derniers, sont considérés comme les producteurs lesplus élevés de métabolites secondaires
extracellulaires, alors que les producteurs les plusfaibles sont A. tamarii, A. rugulosusen plus
d’A. oryzae (Abu - Seidah, 2003).

Comme la plupart des moisissures, A. repens est capable de produire différents métabolites
secondaires, pouvant avoir un effet antimicrobien remarquable, cette production s’effectue par
fermentation dans des conditions optimales, a savoir le choix du milieu de culture, de la
température, du pH et de I’agitation. Le milieu optimal utilisé pour cet objectif est CYL
ajusté a un pH de 6, la température est fixée a 28°C durant toute la période de fermentation,

tout en assurant une incubation statique(Slacket al., 2009).

D’apres la littérature, plusieurs métabolites secondaires sont produits par A. repens comme
1,8-Dihydroxy-6-methoxy-3-methyl-9,10-anthracenedione (physcion)(1) et 2,5-dihydroxy-3-
(3-methyl-2-butenyl)-6-[(1E)-1-heptenyl]-benzaldehyde (tetrahydroauroglaucin,(2)(figure 5)

Figureb: Structures chimiques des composes (1-2) (Smetaninaet al., 2007).
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2.4- Mode d’action des molécules antimicrobiennes

2.4.1- Mécanismes d’action des substances antibactériennes

Les facteurs les plus importants de I’activité biologique des composés donnés sont ses
propriétés physico-chimiques, sa structure chimique, I’arrangement stérique de ses atomes et
la présence des parties bioactives dans sa structure (Betina ,1989).
Biochimiquement, les modes d’action des substances antimicrobiennes peuvent étre divises en
quatre categories (Riley etNorred, 1994) :

» L’interaction avec I’ADN.

» L’inhibition des différentes étapes de la synthese de protéines ;
»  Les effets sur les membranes cytoplasmiques ;
>

L’effet sur le métabolisme énergétique.
2.4.2- Mécanismes d’action des substances antifongiques

Les substances antifongiques sont actuellement utilisées dans trois domainesprincipaux: en
thérapeutique humaine et vétérinaire (antifongiques systémiques ou topiques),dans I'industrie
alimentaire (conservateurs) et en alimentation animale, pour la prévention etle traitement des
atteintes fongiques des plantes, du bois de construction ou d'autresmatériaux. Ces substances
antifongiques ont deux origines: ce sont soit des produits du métabolisme secondaire de divers
microorganismes, soit des produits chimiques de synthese.

Les antifongiques d'origine microbiologique utilisés actuellement en clinique sont
essentiellement de structure polyénique, notamment I'amphotéricine B et la nystatine (Bastide
et al., 1986).Les différents modes d’action sont résumés dans le tableau 3.
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Tableau 3 : Classification des antifongiques selon la cible (Geursenet al., 2008)

structure Mode d’action Exemple
Polyénes Rupture de la membrane /
Azolés Inhibition de la synthése Imidazoles, ketonazole, Triazoles,

de I’ergostérol
fluconazoles, Itraconazole

Allylamines Inhibition de la synthése Terbinafine,butenafine
de I’ergostérol

Pyradone Rupture de la membrane et Ciclipiroxolamine
de la paroi

Morpholine Inhibition de la synthése de Amorolfine
I’ergostérol

Pyrimidine Inhibition de la synthese de Flucytosine

Fluorée Thymidylate

Echinocandine | Inhibition de la synthése du glucane | Caspofungine, Anidulafungine

Autres Anti-mitotique, rupture du Griséofulvine
fuseau cellulaire

2.5 - Antagonisme dans|e sol

Le terme antagonisme est souvent pris dans un sens trés large, notamment dans les ouvrages
traitant de lutte biologique. Nous utilisant ici dans un sens beaucoup plus restreint, pour
désigner la situation ou, un organisme exerce un effet inhibiteur sur autre organisme qu’il tend
a eliminer sans le consommer. L’antagonisme présente donc une étape bien définie entre
I’amensalisme (situation - 0) et la compétition (situation ou les deux partenaires sont en
difficulté) (Davet, 1996). Beaucoup d’antagonistes existent certainement dans la nature et
exercent un contréle biologique plus ou moins efficace sur les pathogéne des plantes.
L’homme a toujours essai d’augmenter I’efficacité des antagonistes a travers I’introduction de
nouvelles grand population de ces microorganismes au champ ou elle n’existe pas, ou a
travers la stimulation de leur croissance en apportant des amendements au sol. Dans les deux
cas, le résultat est un accroissement des activités inhibitrices des antagonistes contre les
pathogénes. Bien que certains cas de lutte biologique efficace aient été enregistrés, le potentiel
d’un controle éventuel des maladies avec cette méthode reste actuellement limité car,
contrairement au laboratoire et sous serre, les resultats au champ ne sont pas d’habitude d’un

succes particulier (Nasraoui, 2006).
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Il existe dans le sol de nombreux micro-organismes capablesde lutter contre les bio-agresseurs
a I’origine des maladies des végétaux, ils appartiennent a divers groupes de bactéries
symbiotique mais aussi a des champignons endomycorhizogénes et champignons antagonistes
(France, 2005).

Parmi les champignons antagonistes les plus communs, il y a des espéces de Trichoder maet
Gliocladium, particulierement T.harzianumetG.virens, qui sont efficaces contre plusieurs
pathogénes comme des espéces de Phytophthora, Alternaria, Fusarium.(Dommergueset
Mangenot, 1970).
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3- Matérid et méthodes

Le présent travail porte sur I’étude de la production de substances bioactives parAspergillus
repens,sur milieu a base d’extrait de figues de barbaries(Opuntia ficus-indica), récoltées a
partir de la région de Hamma Bouziane, Constantine.Ce travail a été réalisé au sein du
Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de I’Activité Microbienne (LaMyBAM),

Université freresMentouri.
3.1- Réactivation dela souche

La souche d’Aspergillus repensutilisée dans ce travail,est fournie par le Laboratoire de
Mycologie, de Biotechnologie et de I’Activité Microbienne (LaMyBAM). Cette souche a été
isolée a partir d’un sol rhizosphérique de la région d’Ain M’lila(figure 6) et identifiée au

niveau du méme laboratoire.

Figure6:Lieu d’isolement d’A. repens ;rhizosphere de la région d’Ain M’lila.

La réactivation d’Aspergillus repens est effectuée sur milieu Sabouraud(annexe 1) a partir
d’un tube de stockage, contenant la gélose Sabouraud inclinée et conservé a +4°C. Le pH du
milieu de réactivation est amené a 6 et I’incubation est réalisée a 28°C pendant 6 jours.Cette
étape a nécessité des repiquages successifs pour arriver a I’aspect et au développement

habituel de cette souche.
3.2- Etude mor phologique de la souche

L’étude morphologique d’Aspergillus repens est faite sur des cultures pures. Elle repose sur
I’observation macroscopique en déterminant les critéres morphologiques apparents de la
colonie d’une part, et sur I’étude microscopique en observant le mycélium, les fructifications

est d’autres critéres d’autre part.
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3.2.1- Etude macroscopique

L’observation de la moisissure est réalisée sur la face et le revers de la boite, en se basant sur
la détermination de I’aspect macroscopique des coloniesobservé directement sur la gélose. Il
s’agit de la détermination de la forme, la taille, la couleur, le contour et la texture de la souche
(Botton et al, 1990).

3.2.2- Etude microscopique

Elle permet de révéler la présence du thalle, sa nature ; septé ou non septe, la nature de la
reproduction, sexuée ou végétative, ainsi que les caractéristiques des fructifications des
conidiofores et des spores (Cahagnier et Ricard-Molard, 1998).Ces critéres sont mis en

évidence par I’observation directe du mycéliumavec lelactophénol bleu coton (annexe 1).

Cette technique consiste a déposer une gouttede lactophénol bleu cotonsur une lame propre,
puis un petit fragment du mycélium d’une colonie &gée de 8 jours est dissocié avec la goutte
du colorant. La préparation est chauffée Iégerement par un passage rapide sur la flamme du
becBunsen en évitant le séchage complet du colorant.Enfin, cette préparation est recouverte
avec une lamelle en empéchant la formation des bulles. L’observation est réalisée sous

microscope optique a différents grossissements (10X — 100X) (Botton et al., 1990).
3.3- Etude du développement d’Aspergillus repens sur différents milieux

L’étude de développement de la souche en question, est effectuée sur trois milieux différents :
a savoir, Sabouraud, CYA et le milieu a base d’extrait de figues de barbarie (annexe 1) et ce,
afin de déterminer le milieu le plus adéquata son développement et d’en étudier son aspect
cultural.Les figues de barbarie utilisées dans ce travail, sont récoltées a partir des figuiers de
barbarie du genre Opuntia ficus-indica,de la région de Hamma Bouziane, Constantine (figure
7). La méthode de préparation du milieu a base d’extrait de figues de barbarie est développée

en détail ci-apres (section: préparation du milieu de fermentation).

L’ensemencement de la souche sur les trois milieux précédents, est réalisé par la méthode de
la piqure centrale en prélevant une bouture mycélienne et en la déposant au centre de la gélose
(Botton et al., 1990).
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Figure7 : Figuier de barbarie (Opuntia ficus-indica) de la région de Hamma Bouziane, Constantine.
Cette étude est réalisée dans les mémes conditions pour les trois milieux, a savoir :

- pHavoisinant de 6 ;
- Température d’incubation : 28°C ;
- Durée d’incubation : 08 jours.

34- Etude de IPactivit¢ antimicrobienne d’Aspergillus repens (test

d’antagonisme)

Ce test a pour objectif de rechercher I’activité antifongique et antibactérienne éventuelle

d’Aspergillus repens, et ce, par la sécrétion de substances actives.

Lesmicroorganismes test utilisés dans ce travail, sont fournis par le Laboratoire de Mycologie,
de Biotechnologie et de [I’Activité Microbienne (LaMyBAM), il s’agit d’une
levure ;Candidatropicalis,d’une moisissure ;Penicillium sp. , d’une bactérie Gram négatif ;

Escherichia coli, et d’une bactérie Gram positif ; Bacillus sp. (annexe2).
3.4.1- Réactivation des souchestest

La réactivation des souches fongiques et bactériennes est faite sur les milieux SAB et GN
(annexe 2) respectivement. L’ensemencement des souches bactériennes et levurienneest
effectué par stries, tandis que la méthode d’ensemencement par piqure centrale, est appliquée

pour la moisissure et ce, afin de déterminer leursaspects macroscopigues.

D’un autre coté, une inoculation,des bactéries et levure, sur bouillon a été faite pour le besoin
des tests d’antagonisme. L’incubation est effectuée a 28°C pourCandida tropicalis,
Penicillium sp. , et Bacillus sp.tandis que pour Escherichia coli, la température d’incubation
est fixée a 37°C.
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3.4.2- Test d’antagonisme

La technique utilisee pour la determination de I’effet antagoniste d’Aspergillus repens est

celle de la diffusion sur gélose.

Pour le test antibactérien et antilevurien, la méthode consiste & déposer 0.1ml de suspension
de chaquesouche ; bactéries et levure préparée comme indiqué précédemment, et a I’étaler sur
la surface d’une boite de Pétri contenantsuccessivement les géloses Muller Hinton et
Sabouraud. Aprés séchage des surfaces (environ 5 minutes), des disques sont prélevés a I’aide
d’un perforateur stérile, a partir de la boite contenant la souche d’Aspergillus repens pure, ces

disques sont, ensuite, déposés de maniére renversée soigneusement au centre de la boite.

Les résultats sont observés apres incubation des boites a28°C pour C. tropicalis et Bacillus sp.
et a 37°C pour E. colipendant 24 a 48 heures.Chaque test est réalisé deux fois dans les mémes
conditions pour confirmer les résultats.L’inhibition, in vitro, du développement des
microorganismes test, se traduit par la formation d’une zone de lyse autour de I’agent
antagoniste. Les diamétres des zones d’inhibition sont mesurés au millimétre prés (Prescott et
al.,2007).

Cependant, le test d’antagonisme effectué vis-a-vis de Pénicillium sp.consiste a placer, dans la
méme boite de Pétri contenant la gélose SAB, deux pastilles gelosées (6 mm de diametre),
I’une portant I'antagoniste (A. repens) et I’autre le Pénicilliumsp.. Les deux pastilles sont
placées suivant un axe diamétral a 3 cm et a équidistance du centre de la boite; les repiquages
sont effectués en méme temps.L’incubation est réalisée a 28 °C pendant six jours(Hibaret al.,
2005). L’évaluation de I’inhibition exercée par I’agent antagonisteest estimée par le calcul du
pourcentaged’inhibition de la croissance mycélienne du Penicillium sp.(Hmouniet al., 1996)
selon la formule suivante:

I (%) = (1- Cn/Co) x 100
Ou:
Cn : est le diamétre moyen des colonies en présence de I’antagoniste ;
Co :estle diamétre moyen des coloniestémoins.

Le témoin représente un repiquage du pathogéne au centre de la boite.
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3.5- Production de substancesbioactives par Aspergillusrepens

La production de substances bioactives a été réalisée par fermentation sur deux milieux
liquides,le premier est un milieu synthétique, décrit dans la littérature comme milieu de
fermentation pour le genre Aspergillus,CzapekYeastExtract (CYL) (annexel), tandis que le
deuxieme est un milieu naturel, il s’agit du jus des figues de barbarie, dans le but d’évaluer la
sécretion des substances actives par la souche sur ce milieu naturel et d’en comparer les

métabolites produits sur ces deux milieux.

3.5.1-Préparation du milieu de fermentation

La préparation dumilieu de fermentation a base d’extrait de figues de barbarie,a été réalisé
suivant laméthode deHassanet al.,(1994) avec légéres modifications.Les fruitsde figue de
barbarie collectés ont été,d’abord, triésetrincésa plusieurs reprises avec de I’eau de robinet,
afin d’éliminer au maximum les épines retrouvées a la surface de I’écorce. Ensuite, ces fruits
ont été epluchés etbien séparés de I’écorce (figure 8), pour étre enfin, mixésa I’aide d’un
mixeur.Lejusa été diluéa25%desaconcentrationinitialeavecde I'eau distillée. LepHdu milieu
est apporté a 6. Cependant, la préparation du milieu CYL a été effectuée de la maniere
conventionnelle suivie pour la préparation des milieux de cultures synthétiques dans de I’eau
distillée (annexe 1) (figure 9). Les deux milieux de fermentation sont autoclavés a une
température et une pression de 120°C et 1Bar respectivement et ce, pendant 15 minutes.

Figure B:Etapes de préparation du jus de figues de barbarie (Opuntia ficus-indica).
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Figure 9: Milieux de fermentation ;(A): Jus de figues de barbarie ;(B): Milieu CYL.

3.5.2- Méthode de culture

La méthode consiste a inoculer deuxerlenmeyers de 500ml, (le premier contenant 200ml du
milieu CYL et le deuxiéme 200ml du milieu a base d’extrait de figues de barbarie), par 6
disquesprelevés d’une culture pure agée de 7 jours d’A. repens et ce, a I’aide d’un perforateur
stérile. Les erlenmeyer ont subi uneincubation statique a 28°C pendant 13 jours avec agitation
manuelle chaque 24 heures pour renforcer I’inoculum (Slacket al., 2009).

3.6- Extraction, séparation et purification des métabolites secondaires

d’Aspergillus repens

Aprés 13 jours d’incubation des deux erlenmeyer (I’un contenant le milieu CYL et I’autre le
milieu & base de jus de figues de barbarie), un protocole d’extraction est effectué suivant les
méthodes préconisées par la législation communautaire européenne et la méthode de richard
et Gallagher, (1979).

3.6.1- Filtration

Les deux cultures sont filtrées a I’aidedu papier Wattman N°1l,et ce, afin de séparer la
biomasse du filtrat, qui sera utilisé, par la suite,pour la recherche des métabolites secondaires.
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3.6.2- Extraction

Un volume de 1ml d’HCL est mélangé a 100 ml du filtrat, ce qui acidifie le milieu et ce, afin
d’améliorer la décantation. Ensuite, 50 ml de chloroforme sont ajoutés délicatement au
mélange précédent.L’homogénéisation de la préparation est obtenue par une agitation

magnétique pendant 30 minutes.

Le mélange est, par la suite, transvasé dans une ampoule a décanter et la phase aqueuse est
séparée de la phase chloroformique (supposée contenir les substances actives) apres une
vingtaine de minutes. L’opération est répétée deux fois pour s’assurer de la récupération de

tous les métabolites.

La phase chloroformique est récupérée dans un ballon a col rodé pour étre ensuite, concentrée
a I’aide d’un Rotavapeur & 50°C sous une légere rotation (150 rpm). L’extrait est, enfin, repris

dans un volume de 1ml de méthanol.
3.6.3- Séparation

La séparation des métabolites est effectuée par chromatographie sur couche mince (CCM) sur
une plaque de type Merck et de dimensions 20/20cm, revétue par gel de silice (G-60) qui
constitue la phase stationnaire de 0.25 mm d’épaisseur. Par ailleurs, I’éluant (phase mobile)

est compose de chloroforme et de méthanol (96/4 V/V).

La plague est divisée en deux parties: une pour le dépbt de I’extrait méthanolique de la culture
CYL et I’autre pour I’extrait provenant de la culture sur milieu & base d’extrait de figues de
barbarie. En effet, 10ul des deux extraits sont déposés en chacun des deux points,
préalablement marqués a 1 cm du bord inférieur et espacés horizontalement de 2cm 1’un de
I’autre. La révélation est réalisée par la lumiére UV (254 nm). Les rapports frontaux (Ry)

ou vitesses de déplacements des molécules séparées, sont déterminés par la relation suivante:

o Distance parcourue par le constituant (sans uits)

Distance parcourae par I'éluant
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4- Résultats et Discussion

Ce travail repose sur la production de métabolites bioactifs par Aspergillus repens, sur milieu
a base d’extrait de figues de barbarie (Opuntia ficus-indica) collectés a partir de la région de

Hamma Bouziane.
4.1- Réactivation d’Aspergillus repens

Apres 7 jours d’incubation a 28°C, la souche a montré un bon développement sur milieu
Sabouraud (figure 10, tableau 3). Cette constatation a été obtenue apres plusieurs repiquages

successifs.
4.2- Etude mor phologique de la souche

4.2.1- Etude macroscopique

L’étude des caractéres macroscopiques d’A. repens sur gélose SAB, a montré que la colonie
se présente sous une forme irréguliére avec un centre élevé, de couleur jaune, d’un contour
blanc et d’une texture duveteuse. Le revers est en geneéral incolore a jaune, il peut brunir ou

rougir avec I’age (figure 10).

Figure 10: Aspect macroscopique d’A. repens sur gélose Sabouraud ; (A) : face de la colonie ; (B) :

revers de la colonie.
4.2.2- Etude microscopique

L’étude des caracteres microscopiques d’Aspergillus repens a révélé que le talle hyalin est
sépte, la téte conidiénne est bisériée, la forme de la téte du conidiophore est dressée, les spores
lisses et globuleuses (figure 11).
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Ces résultats corroborent ceux de Botton et al., (1990), qui identifie le genre Aspergillus par
le thalle & mycélium sépté, portant de nombreux conidiophores dressés, non ramifiés, terminés
en vésicules par une téte conidienne unisériée ou bisériée et par des spores pouvant étre

unicellulaires, globuleuses, hyalines et lisses.

Figure 11 : Aspect microscopique d’Aspergillus repens a grossissement X100 : (A) mycélium septé ;
(B) Téte conidiénne dressee, unisérié ; (C) : spores lisses.

4.3- Etude du développement d’Aspergillus repens sur différents milieux

La culture d’Aspergillus repens sur différents milieux de culture en I’occurrence, Sabouraud,
CYA et une gélose a base d’extrait de figues de barbarie, a pour but de suivre le
développement de la souche sur ces milieux et d’en déduire le milieu le plus adéquat a sa

croissance.

Aprés incubation de 8 jours a 28°C, la souche a montré un trés bon développement sur la
gélose a base d’extrait de figues de barbarie, notant une croissance plus rapide en
comparaison aux deux autres milieux. Des études menées par Hassan et al. (1994) concernant
la production de Cryptococcus curvatusont sur milieu & base de figues de barbarie du genre
Opuntia, a montré un bon développement de cette levure sur le milieu en question. Par
ailleurs, des différences ont été constatées dans I’aspect macroscopique de la colonie pour

chaque milieu (figure 12, tableau 3).

23



RESULTATS ET DISCUSSION

Figure 12: Développement d’Aspergillus repens sur différents milieux ; (A): sur gélose a base
d’extrait de figues de barbarie; (B): sur gélose Sabouraud; (C): sur gélose CYA.

Tableau 4 : Aspect morphologique d’Aspergillus repens sur différents milieux.

Milieu de culture Couleur / face Couleur /revers
Gélose CYA Vertfoncé avec un contour | Marron

blanc
Gélose Sabouraud Verte jaunatre, avec un | Brune, marron

contour blanc

Gélose a base d’extrait de | Beige claire avec un centre | Marron claire

figues de barbarie fonceé et un contour blanc

Ces resultats correspondent a ceux établis par Biofarma, (2002), qui a montré que parmi les
caracteres culturaux du genre Aspergillus, la température idéale pour le developpement est
entre 22°C a 28°C; en consequent, la couleur des colonies se montre par une teinte
caractéristique, elle peut étre brune, verte, jaune ou noir, selon les espéces ; le revers est en

géneral incolore a jaune, il peut brunir ou rougir avec I’age.

4.4-Etude de IPactivité antimicrobienne d’Aspergillus repens (test

d’antagonisme)
4.4.1- Réactivation des microorganismes test

L’activité antimicrobienne d’Aspergillus repens a été testee sur différents microorganismes a
savoir, une levure (Candida tropicalis), une moisissure (Pénicillium sp.), une bactérie Gram
positif (Bacillus sp.) et enfin, une bactérie Gram négatif (Escherichia coli). Les tests
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d’antagonismes réalisés pour cet objectif, ont été effectués nécessairement sur des cultures
jeunes (figure 13).

Figure 13 : Aspecls macroseopiques des microorganismes t2st sur gélose ; (A) : Candida tropicalis;
(B) : Bacillus sp. ; (C) : Eschericfua coli ; (D) : Penicillium sp.

Par ailleurs, I’observation microscopique des microorganismes test réactivés, a confirmé les

caracteres fournis par le laboratoire fournisseur.

4.4.2-Test d’antagonisme

Le test d’antagonisme, effectué par la méthode de diffusion sur gélose, a montré la capacité
d’Aspergillus repens a produire des substances biologiques actives a effet antimicrobien sur la
plupart des microorganismes test (figure 14), avec des différences notées dans le diamétre de
la zone de lyse (tableau 4). En effet, le groupe d’Aspergillus est connu pour sa capacité a
produire une panoplie de métabolites secondaires a effet antimicrobien et particulierement
antibactérien (Botton et al., 1990). Cependant, peu d’études se sont consacrées a la
caractérisation de I’effet antifongique par la production de métabolites secondaires du groupe
Eurotium (Gao et al., 2012).
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Figure 14 : Inhibition, In vitro, du développement des microorganismes test par A. repens;
(A) : inhibition du developpement d’E.coli ; (B) : inhibition du développement de Bacillus
sp. ; (C) : inhibition du développement de C. tropicalis.

Tableau 5 : Effet d”Aspergillus repens sur les microorganismes test.

Agent antagoniste Microorganismes test
E. coli Bacillus sp. C. tropicalis Penicillium sp.
Aspergillus repens + ++ ++ -
(3mm) (9mm) (8mm) (Omm)

4.5-Production de substances bioactives par Aspergillus repens

Aprés incubation de la souche pendant 13 jours a 28°C sur les deux milieux (Milieu a base
d’extrait de figues de barbarie et le milieu CYL), un développement d’A. repens a été observé
sur les deux milieux: cependant, le développement est beaucoup plus important sur le milieu &
base d’extrait de figues de barbarie que celui observé sur le milieu CYL (figure 15). Cette
constatation peut étre expliquée par la richesse du fruit utilisé par les éléments nutritifs,
notamment, les sucres, estimés a 91(g/l) (Hassan et al ,1994). De plus, I’étude effectuée par El
Kossori et al. (1998), concernant I'analyse des principaux constituants des graines des figues
de Barbarie, a montré une quantité importante de polysaccharides, cellulose et hémicelluloses.
Les graines d’Opuntia ficus indica contiennent une réserve de protéines ayant une masse
moléculaire de 6,5 kDa (Uchoa et al., 1998). En complément, les résultats obtenus par
Hassan et ses collaborateurs, (1994) ont montré que la culture de la levure Cryptococcus
curvatusont sur un milieu liquide, a base de jus de figues de barbarie (genre épineux,
Opuntia), dilué a 25% a aboutit, a la production d’une biomasse de 11 g/1 apres une duree
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d’incubation de 35 heures. Cependant, la littérature ne fournie pas assez d’informations
concernant I’utilisation des figues de barbaries comme substrat de fermentation, pour la

production de métabolites secondaires par les moisissures.

Figure 15: Développement d’Aspergillus repens sur: (A) milieu a base d’extrait de figues de
barbarie ; (B) milieu CYL.

4.5- Extraction, séparation et purification des métabolites d’Aspergillus
repens

4.5.1-Filtration

La figurel6 montre I’opération de filtration separant la biomasse du filtrat.

Figure 16 : Filtration des cultures sur papier Wattman Gradel.
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4.5.2- Extraction

Le mélange (chloroforme, HCL, filtrat) est bien agité a I’aide d’un agitateur magnétique
pendant 30 min. la séparation de la phase aqueuse de celle chloroformique est obtenue aprés
avoir laissé le tout se décanter dans une ampoule a décantation (figure 17), deux phase sont
obtenues et nettement séparées ; une aqueuse en haut de I’ampoule et I’autre chloroformique

en dessous de celle-ci.

Phase aqueuse

Phase chloroformique

Figure17: Décantation dans une ampoule a décanter du filtrat obtenu a partir du milieu a base
d’extrait de figues de barbarie.

La phase chlorophormique supposée contenir les substances actives est concentrée par
évaporation au Rotavapeur a 50°C avec une légeére rotation (150 rpm) (figure 18), ceci a
permis d’obtenir I’extrait recherché qui se représente sous forme d’un film de couleur foncée
sur la paroi du petit récipient a col rode. Par ailleurs, une différence de couleur entre les deux
extraits a été constatée, en effet, I’extrait provenant de la culture a base de figues de barbarie,
s’est présenté avec une couleur nettement foncée par rapport a I’extrait provenant de la culture
sur milieu CYL (figure 19).
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Figure 18 Concentration de I’extrait chlorophormique.

Figure 19 Différents extraits obtenus aprés corncentratior ; (A} » Extrait issu d’une culture sur milieu a

base d’extrait de figues de barbarie ; (B) : Extrait obtenu d’une culture sur milieu CYL.

4.5.3- Séparation par chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer les différents métabolites sécretés
par Aspergillus repens (figure 20). La CCM est appliquée sur deux extraits différents ; un issu
d’une culture de CYL et I’autre d’une culture a base d’extrait de figues de barbarie.

La révélation par la lumiére UV (254 nm) a montré que I’extrait provenant du milieu CYL
contient 3 types de molécules dont les R sont estimés a: 0.14, 0.26 et 0.97 (2 extraits du

méme échantillon). Par ailleurs, I’extrait provenant de milieu a base d’extrait de figues de
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barbarie a subi une séparation donnant aussi trois types de molécules dont les R¢ sont : 0.15,

0.13 et 0.96 cependant la concentration de ces dernieres molécules est tres importante.

Front de I’éluant

144 mm

Zones de fraction

20 mm

11 mm

Ligne de dép6t

Figure 20 Chromatographie sur couche mince présentant des spots des substances actives produites
par Aspergillus repens dans différents milieux : (A) : Dép6t de I’extrait issus de la culture & base

d’extrait de figues de barbarie ; (B) : Dépét de I’extrait issus de la culture CYL.

Sur un autre volet, cette étude a permis d’établir une comparaison tres pointue et importante
quant au comportement de la souche dans les deux milieux de production. En effet, la
corrélation entre la biomasse et la quantité des substances secrétées est un rapport
proportionnel. La souche Aspergillus repens, donne une biomasse importante sur le milieu a

base d’extrait de figues de barbarie comparativement a sa croissance sur le milieu CYL, par
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conséquent, la quantité de substances produites était importante elle aussi et vis-versa. La
littérature consultée, n’a pas fourni d’informations précises et convaincantes par rapport a ce
point. Cependant, notre résultat est significatif quant a la possibilité d’utilisation des figues de
barbaries comme substrat de fermentation, d’un coté, pour les résultats prometteurs obtenus
dans cette étude et d’un autre coté, pour I’abondance des figues de barbaries dans la pluparts
des régions Algériennes et du fait qu’ils sont un produit de valeurs nutritives importantes et

tres bon marché vu, son codt faible comparativement aux autres fruits.

A la fin de cette étude, nous considérons que ce résultat est premium et qui nécessite un

approfondissement pour arriver au bout de cette recherche.
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5- Conclusion et per spectives

Dans ce travail, la capacité de la souche Aspergillus repens a produire des molécules
bioactives a été testée sur un milieu naturel, a base d’extrait de figues de barbarie et sur un

milieu synthétique, CYL.

A cette fin, des tests d’antagonismes et de production de substances antimicrobiennes sur
milieu a bas d’extrait de figues de barbarie (Opuntia ficus-indica) on été étudiés.

L’identification morphologique de la souche A. repens a confirmé les caracteres fournis par le

laboratoire fournisseur.

Par ailleurs, I’étude de la capacite d’Aspergillus repens a se développer sur différentes
géloses, en particulier, celle a base d’extrait de figues de barbarie, a montré un trés bon
développement sur cette gélose, notant une croissance importante et plus rapide en

comparaison aux autres milieux utilisés a savoir ; Sabouraud et CYA.

L’étude de I’activitée antimicrobienne de cette souche sur différents microorganismes test, a
révelé son pouvoir a développer un effet antimicrobien variable mais effectif sur ; Candida

tropicalis, Bacillus sp. et Escherichia coli.

La fermentation sur milieu synthétique CYL et sur milieu naturel, a base de I’extrait de figues
de barbarie, a permis d’évaluer la croissance et d’en détecter les substances actives
d’Aspergillusrepens, permettant de conclure que la souche se développe nettement mieux sur

milieu a base d’extrait de figues de barbarie en comparaison au milieu CYL.

Les substances actives sont recherchées dans le filtrat par extraction par solvants organiques

et leur séparation est obtenue par la technique de la chromatographie sur couche mince.

La révélation par la lumiére UV (254 nm) a montré que I’extrait provenant du milieu CYL
contient trois types de molécules dont les R¢ sont estimés a : 0.14, 0.26 et 0.97. Par ailleurs,
I’extrait provenant du milieu a base d’extrait de figues de barbarie a subi une séparation
donnant aussi trois types de molécules dont les R¢ sont égales a : 0.15, 0.13 et 0.96 cependant,

la concentration de ces derniéres molécules était importante.



Au terme de cette étude nous nous fixons quelques points en perspectives :

- Optimisation de la production des molécules bioactives produites par Aspergillus repens sur

le milieu naturel a base de I’extrait des figues de barbarie de la région de Constantine ;
- Valorisation des déchets des figues de barbaries, tels que les écorces et les graines ;

- Identification des substances bioactives par des méthodes plus performantes et précises
(HPLC, CPG, MS ...etc).

- Production des substances bioactives a I’échelle industrielle (Scall-up).









ABSTRACT

6-Abstract

The objective of this work is based on the production of antimicrobial substances by the strain
Aspergillus repens on medium, extract of prickly pear (Opuntia ficus-indica), harvested from
Hamma Bouziane region, Constantine. The morphological study of the producing strain, A.
repens (provided by the LaMyBAM) has confirmed the characters provided by the laboratory
supplier. In addition, the study of the development of Aspergillus repens on different culture
media namely; Sabouraud, CYA, and the prickly pear extract agar, showed that its growth is
favored on the medium of prickly pears, due to the significant development of colonies

observed on this Agar in comparison to the SAB and CYA environments.

Furthermore, the study of the antimicrobial activity of Aspergillus repens on different test
organisms, revealed its antimicrobial power on Candida tropicalis, Escherichia coli and

Bacillus sp.

On another aspect, fermentation on synthetic medium CYL and the prickly pear extract-based
medium, allowed to assess growth and detect the active substances of Aspergillus repens to
conclude, as the strain develop significantly better on the prickly pear extract medium.
Indeed, the separation of the active substances is obtained by the technique of thin layer
chromatography, which showed after the revelation by light UV (254 nm) that the extract
from the CYL medium contains three types of molecules which Rf are estimated at 0.14, 0.26
and 0.97. Furthermore, the extract medium extract of prickly pear suffered a separation giving
also three types of molecules whose Rf are estimated at 0.15, 0.13 and 0.96, however, the
concentrations were important. It is worth noting that when the strain is grown on the prickly
pear juice-based medium, it arrives at a perfect development, while producing a high
concentration of active biological substances.

Keywords. Aspergillus repens, prickly pear (Opuntia ficus-indica), antimicrobial activity,

bioactive substances, fermentation, CCM
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9- Annexes

Annexe 01 : Composition des milieux de culture et des colorants

» Géose Sabouraud (Déellaras, 2007)

Pour 1 litre :

Peptone de viande (bovin ou porcin) 30.
Peptone de caséine (bovin) 30.

Peptone de soja 30.

Extrait de levure 29.

Extrait de malt 1g.

Glucose 19 ¢.

Phosphate monopotassique 054g.
Phosphate disotique 054g.
Agar 13 g.

» Czapek Yeast Extract Liquide (CYL)

La préparation du milieu CYA nécessite la préparation préalable des trois solutions ; A, C et
Cu + Zn.

Composition pour un litre :

Saccharose 30
Extrait de levure 50.
Solution A 50mL.
Solution C 50mL.

Solution Cu + Zn 1ml.
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Eau distillée
0 Solution A:
Na NO3
KCI
MgSO, 7H,0
FeSO, 7H,0
Eau distillée
o SolutionC:
K2HPO,
Eau distillée
0 SolutionCu+Zn:
ZnS0O4 7H0
CuS0O,4 5H;0

Eau distillée

1L.

20 g.

5.

5.

1L.

10 g.

1L.

1lg.

0.1g.

100mL.

Pour Czapek Yeast Extract Agar (CYA), on met 15 g d’agar pour solidifie le milieu CYL

» Géose Nutritif (GN) :
Peptone
Extrait de levure
Agar
Eau distillée

» Lactophénol bleu coton
Solution saturée de bleu coton

Bleu d’aniline

5¢.
349
15g¢.

1000mL.

10mL.
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Glycérol 10mL.
Eau 80mL.
Lactophénol 100mL.

Annexe 02 : Microorganismestest
» Bacillus sp.

Les Bacillus, classés dans le nouveau genre Bacillus avec plus de 90 especes, sont des
bactéries saprophytes, sporulées. Elles vivent naturellement dans les sols dans lesquels elles
peuvent survivre trés longtemps grace a leurs spores ; certaines espéeces sont trouvees dans
I’eau douce, d’autres dans I’eau de mer. Il existe des espéeces thermophiles, acidophiles,

psychrophiles, alcalinophiles (Dromigny, 2008).

Les Bacillus font partie du regne des Bacteria, embranchement des Firmicutes, classe des
Bacilli, ordre des Bacillales, famille des Bacillaceae et genre des Bacillus. (Delarras, 2007).

Les Bacillus sont rarement commensales chez I’Homme ; ils ne sont pas pathogenes en
génerale pour I’Homme et pour les animaux sauf pour Bacillus anthracis et Bacillus cereus
(Delarras, 2007).

» Escherichia coli

Escherichia coli appelée également colibacille, c’est une bactérie de la famille des
enterobacteriaceaes, Gram négatif, mobile, ne possede pas de désaminase (Guiraud, 1998).la
plupart des souches d’E. coli ne sont pas pathogenes, certaines peuvent causer de graves
maladies diarrhéiques chez les étres humains. Les E. coli pathogénes sont subdivisés en six
groupes en fonction de leurs caractéristiques serologiques et de leur virulence:
entérohémorragique, entérotoxinogenes, entéroagglutinant et d’adhésion diffuse (santé
canada, 2006).

» Candidatropicalis
Candida tropicalis est une levure unicellulaire qui appartient au genre Candida, la famille
Cryptococcaceae et le groupe deutéromycetes (champignons Imparfait). C. tropicalis pousse

bien a 25° C et 37° C dans le sang et bouillons de Sabouraud. L’examen microscopique
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montre que les cellules rondes ou ovales, C. tropicalis assimile, tréhalose, de saccharose, de
galactose et de glucose, maltose, saccharose, galactose, cellobiose, xylose et tréhalose et
fermenté glucose, maltose.

C. Tropicalis se trouve dans I'environnement et dans les cultures courantes de nez, gorge,
peau, et tube digestif des individus en bonne santé. Il susceptible d'infecter le patient

simultanément ou successivement (Michael et Gelfand, 1989).
> Penicillium sp.

Ce genre reunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycétes. Ce
genre comprend environ 227 especes définies essentiellement d’apres les caractéres du thalle,
des pénicilles et des spores (Pitt, 1988).

Les Penicillium sont trés rarement incriminés en pathologie animal et humaine, parce que la
température de croissance de la plupart des especes est inferieure a 30°C (Hennequin et
Lavarde, 1998).

Les infections sont habituellement provoquées par I’inhalation des spores. Les premiers
signes sont souvent pulmonaires des especes de Penicillium sont responsables de
Kératomycose (inflammation de la cornée), d’otomycose (inflammation de I’oreille externe),
d’onychomycose (infection des ongles) et par fois d’infections profondes ( Hennequin et
Lavarde,1998).
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Résumé :

L’objectif de ce travail, repose sur la production de substances antimicrobiennes par la souche
Aspergillus repens sur un milieu, a base d’extrait de figues de barbarie (Opuntia ficus-indica),
récoltées de la région de Hamma Bouziane, Constantine.

L’ étude morphologique de la souche productrice, A. repens (fournie par le LaMyBAM) a confirmé
les caractéres cités par le laboratoire fournisseur. En outre, I’étude du développement d’ Aspergillus
repens sur différents milieux de culture a savoir ; Sabouraud, CYA, et la gélose a base de I’extrait de
figues de barbarie, a montré que sa croissance est favorisée sur le milieu & base de figues de barbarie,
en raison du développement important des colonies observé sur cette gélose, en comparaison aux
milieux SAB et CYA.

Par ailleurs, I’étude de [I’activité antimicrobienne d’Aspergillus repens sur les différents
microorganismes test, a révélé son pouvoir antimicrobien sur Candida tropicalis, Escherichia coli et
Bacillus sp.

Sur un autre volet, la fermentation sur le milieu synthétique CYL et sur le milieu a base d’extrait de
figues de barbarie, a permis d’évaluer la croissance et d’en détecter les substances actives
d’Aspergillus repens permettant de conclure, que la souche se développent nettement mieux sur le
milieu a base d’extrait de figues de barbarie.

En effet, la séparation des substances actives est obtenue par la technique de la chromatographie sur
couche mince, qui apres réveélation par la lumiere UV (254 nm) a montré que I’extrait provenant du
milieu CYL contient trois types de molécules dont les R; sont estimés a 0.14, 0.26 et 0.97. Par
ailleurs, I’extrait provenant de milieu a base d’extrait de figues de barbarie a subi une séparation
donnant aussi trois types de molécules dont les R; sont estimés a 0.15, 0.13 et 0.96 cependant, les
concentrations étaient importantes. Il est & noter que lorsque la souche est cultivée sur le milieu & base
du jus de figues de barbarie, elle arrive @ un développement parfait, tout en produisant une
concentration importante de substances biologiques actives.
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