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Résumé

Les déchets agro-industriels, riches en matiéres organiques, peuvent étre recyclés et
transformés par les procédés biotechnologiques. Parmi ces derniers, les fermentations en
milieu solide (FMS) connaissent un regain d’intérét a travers le monde, puisque elles
permettent une production importante de diverses substances. Le but de ce travail est de
produire des métabolites secondaires bioactifs par la souche Trichoderma longibrachiatum,
par culture sur substrat solide. La fermentation est effectuée sur son de blé humidifié a 75%
avec une solution de saccharose ou de 1’eau distillée. Les cultures sont incubées a 28°C
pendant 14 jours avec des prélevements effectués a intervalles de temps régulier (5, 7, 10 et
14 jours). Les métabolites secondaires recherchés, libérés par cette souche, sont récupérés par
I’utilisation de deux solvants organiques : le chloroforme et I’acétate d’éthyle. La détection de
ces métabolites, récupérés dans les extraits obtenus, est prévue par chromatographie sur
couche mince (CCM). Le test d’antagonisme de ces extraits contre certains champignons
phytopathogénes est aussi prévu pour confirmer leur efficacité. Les résultats des études
précédentes, prouvent que les métabolites secondaires bioactifs du genre Trichoderma
présentent une activité antifongique importante.

Mots clés : Trichoderma longibrachiatum, métabolites secondaires bioactifs, antagonisme,
FMS.



Abstract

Agro-industrial wastes, rich on organic matters, can be recycled and transformed by
biotechnological processes. Among the latter, solid state fermentation (SSF) is experiencing
renewed a resurgence of interest around the world, since it allows a significant production of
various substances. The aim of this work is to produce bioactive secondary metabolites, from
the strain Trichoderma longibrachiatum by cultivation on solid substrat. Fermentation is
carried out on wheat bran moistened at 75% with a solution of sucrose or distilled water. The
cultures are incubated at 28 ° C for 14 days with samples taken out at regular interval times
(5, 7, 10 and 14 days). The desired secondary metabolites released by this strain, are
recovered by the use of two organic solvents : chloroform and ethyl acetate. The detection of
these metabolites, recovered in the extracts obtained, is provided by thin layer
chromatography (TLC). The antagonism test of these extracts against certain phytopathogenic
fungi is also planned to confirm their effectiveness.The results of previous studies prove that
the bioactive secondary metabolites of the genus Trichoderma exhibit significant antifungal
activity.

Keywords: Trichoderma longibrachiatum, bioactive secondary metabolites, antagonism,
SSF.
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Aw: Activité de I’eau.

C° : Degré Celsius.

DMSO : Dimethyl-sulfoxide.

DSMZ : Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH / DSMZ-
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures.

FML : Fermentation en milieu liquide.

FMS : Fermentation en milieu solide.

GMSI : Gramme de matiére seche initiale.

ISR : Induced Systemic Resistance /Résistance systémique induite.
PDA : Potato Dextrose Agar.

pH : Potentiel hydrogene.

R : Rhizoctonia.

SDA : Sabouraud Dextrose Agar.

SMF : Submerged fermentation.

SSF : Solid state fermentation.

T : Trichoderma.

Ul : Unité internationale.


https://hal-polytechnique.archives-ouvertes.fr/X-LULI/search/index/q/*/structId_i/234531/
https://hal-polytechnique.archives-ouvertes.fr/X-LULI/search/index/q/*/structId_i/234531/

Liste des figures

Figure 01 : Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium :

(A), hyphe coenocytique ; (B), hyphe cloisonneé .................ocooiiiiiiiiiiiiiiinn L

Figure 02 : Les 5 sections systématiques de Trichoderma sp.et quelques- unes des espéces y

appartenant, selon Bisset (1991 a et b). * Les especes agrégées de Rifai (1969)..............4
Figure 03 : Aspect morphologique d'un conidiophore de Trichoderma....................... 7

Figure 04 :(a), (b), T. longibrachiatum sur PDA aprés 5 jours a 25° C. (b) revers jaune
pigment diffusable produites par T. longibrachiatum aprés 5 jours a 25° C................. 14

Figure 05 : Longue branche principale de T. longibrachiatum produisant des branches

latérales plus courtes se terminant par des phialides. Grossissement, x 320................. 14

Figure 06 : les phialoconidies de T. longibrachiatum Grossissement x 920. (Richter et al.,

1999); a :Branches latérales, phialides et phialoconidies. b : Phialides terminales.........15
Figure 07 : Phialoconidies de T. longibrachiatum. Grossissement x 2,300................. 15

Figure 08 : Chlamydoconidies lisse, a parois épaisses de T. longibrachiatum.

GrosSISSEMENT X2,300. ... ... ettt 16
Figure 09 : Les différentes couches cellulaires constitutives du son de blé..................31
Figure 10 :L’aspect macroscopique de la souche aprés une bonne sporulation.............33

Figure 11 : Préparation de la suspension de spores ; a : grattage de la croissance fongique, b :

SUSPENSION SPOTale OBLENUE. ... vttt et et e e 34

Figure 12 : Filtration du mout de fermentation................ocoviiiniiiiiniiiine e, 36

Figure 13 : Traitement du mout de fermentation aux solvants ; a : le mélange filtrat -solvant,

b :laplaque d’agitation...........oiuitiiii i e 36
Figure 14 : Décantation du mélange (phase organique et phase aqueuse)...................37

Figurel5 : Principe de la chromatographie sur couche mince.....................c.oeveee. 38


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10074541

Liste des tableaux

Tableau 1 : Les différents microorganismes utilisés dans la lutte biologique.................... 9

Tableau 2 : Différences entre la fermentation a I'état solide et la fermentation liquide

SUDIMII g, ...ttt e 20
Tableau 3 : Les métabolites secondaires produits par fermentation solide..................... 24

Tableau 4 : La composition chimique de son de blé de différentes origines.................... 31



Introduction
generale




Introduction générale

Les champignons filamenteux représentent I’'un des plus importants groupes d’organismes sur
terre, jouant un role majeur a la fois dans le fonctionnement des écosystémes et également
dans les applications biotechnologiques qu’ils peuvent potentiellement, les diriger. En effet,
c’est la capacité des champignons filamenteux a produire des métabolites secondaires qui a

favorisé en particulier leur utilisation biotechnologique (Thomas, 2009).

Parmi ces champignons microscopiques, le genre Trichoderma renferme des especes les plus
utilisées en tant qu’agents de lutte biologique contre les phytopathogénes et comme source
d’enzymes et de métabolites secondaires d'intéréts biotechnologique (Kubicek et Penttild,
1998 ; Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998). En effet, la lutte biologique est l'utilisation
d'organismes vivants ou de leurs produits, pour empécher ou réduire la croissance d’un autre
organisme phytopathogéne (Sforza et Sheppard, 2004). Elle est utilisée de plus en plus en
agriculture pour remplacer les pesticides chimiques. En comparaison a ces derniers qui ont
des effets nocifs sur la santé humaine et les écosystémes, la lutte biologique est beaucoup plus

avantageuse pour I’environnement (Lambert, 2010).

Par ailleurs, I’efficacité écologique de Trichoderma est di a la combinaison de ses divers
mécanismes d’action a savoir ; ’antibiose, la sécrétion des enzymes hydrolytiques, la
compétition pour ’espace et les nutriments, ainsi que leur capacité a stimuler la croissance

végétale aprés une colonisation racinaire rapide (Alabouvette et al.,1983).

Bien que la culture de ces microorganismes pour la production de métabolites, par 1’utilisation
des deux technologies de fermentation en milieu submergé et de fermentation en milieu
solide, ait fait I’objet de nombreux travaux, la fermentation solide connait un regain d’intérét
depuis quelques années. Ce processus permet, le développement de produits alimentaires, la

production d’enzymes, d’antibiotiques mais aussi d’autres métabolites secondaires.

Depuis le XXeéme siecle, les recherches s’orientent vers le développement de la technique de
fermentation solide afin de produire ces métabolites. Parallélement a ceci, 1’objectif des
recherches est aussi de valoriser les coproduits agricoles qui peuvent servir de substrat dans
les fermentations solides. L’importance de ces coproduits agricoles réside dans leur
abondance, leur faible cout ainsi que dans le fait qu’ils représentent une source organique

naturelle disponible partout sur la planete.



Introduction générale

Notre étude s’insére dans cette préoccupation et porte sur la production de métabolites

secondaires bioactifs par la moisissure Trichoderma longibrachiatum cultivée sur son de blé,

selon le mode de fermentation sur substrat solide.

La premiére partie est une synthese bibliographique dans laquelle, sont abordés des détails sur

la moisissure Trichoderma sp, ainsi que le mode de fermentation en milieu solide.

La seconde partie est consacrée au travail expérimental :

>
>

Le développement de la souche Trichoderma longibrachiatum sur milieu PDA ;

La production des métabolites secondaires par fermentation solide sur son de blé ;
L’extraction des métabolites secondaires par deux solvants organiques: le
chloroforme et I’acétate d’éthyle ;

Le test de I’activité antifongique des extraits obtenus ;

La séparation des métabolites secondaires récupérés dans les extraits de fermentation,

par la chromatographie sur couche mince (CCM).
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Synthése bibliographique Le genre Trichoderma

Partie 1 : Le genre Trichoderma

1. Généralités sur les mycetes

Les champignons sont des microorganismes eucaryotes, aérobies strictes et rarement anaérobies, ayant
un métabolisme hétérotrophe car ils tirent leur énergie de la respiration et de la fermentation des
matiéres organiques solubles disponibles dans leur environnement ; Ils peuvent étres uni- ou
pluricellulaires, incluant des espéces macroscopiques et d’autres microscopiques, d’aspect filamenteux
ou lévuriforme. Ce sont des organismes a mode de reproduction sexuée ou asexuée (Mathew, 1995 ;
Leveau et Bouix, 1993 ; Tortora et al., 2003 ; Tabuc, 2007).

Ce groupe d’organismes ubiquistes comprend environ 120000 espéces, présentant des structures et des

caractéristiques biologiques extrémement diversifiées (Senal et al., 1993 ; Kirk et al., 2001).

D’un point de vue morphologique, un mycete est constitué d’un thalle formant 1’appareil végétatif
(Hawksworth et al., 1994). L’appareil végétatif se compose d’une structure de base appelé hyphe qui
forme un réseau de filaments ramifiés : le mycélium (Mathew, 1995). Chez la plupart des champignons
les hyphes sont divisés par des cloisons (Figure 1) ou Septa contenant un seul noyau, on les appels des
hyphes segmentés ou septés. Chez certaines classes de mycetes, les hyphes sont dépourvus des cloisons
et ont I’aspect d’une longue cellule continue a noyaux multiples ; ils sont donc appelés coenocytes

(Tortora et al., 2003).

Noyau

a D — JE—— ]1 @R
v _ : P DN e
. - p ot R
Noyay J

Septum

Figure 01 : Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium : (A), hyphe

coenocytique ; (B), hyphe cloisonné (Chabasse et al., 2002).

Les champignons sont majoritairement mésophiles, leur température optimale est de 15 a 30°C. Il existe
des champignons qui se développent dans des conditions extrémes. C’est le cas par exemple des
champignons dits thermorésistants pouvant se développer jusqu’a 80°C (Conner et Beuchat, 1987).La

majorité des moisissures se développe a une activité d’eau Aw située entre 0,85 et 0,99 (Pitt et Hocking,

1997).
)



Synthése bibliographique Le genre Trichoderma

2. Le genre Trichoderma

Le terme « Trichoderma » a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon (Bissett, 1991). Il
désigne des champignons microscopiques considérés durant 200 ans comme étant des
«Gastéromycetes» (une sous-classe des champignons basidiomycetes unie par certains
caractéristiques) .Ces organismes cosmopolites appartiennent & un grand ensemble de champignons sans
reproduction sexuée connue (Vining, 1990 ; Genilloud et al., 1994 ; Roquebert, 1996). En milieu
terrestre, leur production d'enzymes, de substances bioactives et leur développement rapide font des
Trichoderma sp. des agents potentiels en agroalimentaire et une matiére de choix pour I'exploitation
industrielle (Prieto et al., 1997). Quelques-unes des quelques 35 espéces établies a ce jour sont d’intérét
économique, pour leur production d’enzymes cellulolytiques et leur utilisation comme agents de lutte
biologique en raison de leur antagonisme vis-a-vis dautres espéces fongiques (antibiose,
mycoparasitisme, compétition, lyse, promotion de la plante hote) ( Roquebert, 1996 ; Cooney et al.,
1997 ; Prieto et al., 1997 ; Grondona et al., 1997 ; Verbist, 2000 ; Kubicek et al., 2003).

2.1. Historique de taxonomie

La division du genre Trichoderma en espéces a fait l'objet de nombreuses études et de
beaucoup de polémiques. Dans le régne vivant les limites de «l'espéce» reposent sur la possibilité de
croisement entre  individus. Or, les champignons anamorphes du genre Trichoderma, en tant que tels,
n‘ont pas de reproduction sexuée connue, et ce caractére ne peut donc étre utilisé pour leur systématique.
On se base alors sur les aspects culturaux et la morphologie des appareils sporogénes (Roquebert, 1996)
ainsi que sur le matériel génétique en s'appuyant sur des techniques de biologie moléculaires (Gams et
Bissett, 1998).Si on répertorie succinctement les dates les plus importantes qui ont marqué la
systématique des Trichoderma , on se rend vite compte que leur positionnement taxonomique n'a pas été

chose facile.

* En 1794, Persoon décrit le premier Trichoderma sp.et établit 4 especes.

* En 1821, Fries classa les Trichoderma sp. Parmi les Gastéromycetes.

* En 1860, débutent les controverses sur cette systématique, Tulasne contredit
Fries puisqu'il ne trouve pas de forme téléomorphes (sexuées) a ce genre.

* En 1871, devant le nombre croissant d'espéces rencontrées, Harz insiste sur I'importance des

caractéres morphologiques sous microscopie optique (surtout les phialides).

)
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* En 1916, Waksman décrit ce qu'il trouve étre 6 nouvelles souches de Trichoderma sp. En

utilisant des critéres macroscopiques, différents de ceux préconisés par Harz.

* En 1926, Abbot identifie 4 espéces de Trichoderma selon des critéres une fois de plus différents des
précédents. Jusqu'a 1939 le raisonnement d'Abbot reste en vigueur, mais aussi a coté

d'identifications totalement indépendantes.

* En 1939, Bisby tente de mettre de I"ordre dans ces systémes en proposant une unique espece :
Trichoderma viridae. Durant 24 ans, toute espéce fongique a spores vertes était considérée comme étant

un Trichoderma sp.

*En 1963, les travaux de Gutter et Monbasher mettent fin au systeme précédant, en démontrant

la variabilité des espéces de Trichoderma en fonction des conditions environnementales.

* En 1969, conscient de toute cette polémique, Rifai propose une classification «utilisable avec le
concept d'« espéces agrégees », basé sur les caractéres microscopiques. « Une espece agrégée
est une entité composée de groupement d’espéces trés similaires, difficiles a séparer ». Neuf espéces
agrégées sont créés (T. aureoviridae Rifai, T. hamatum Bain, T. harzianum Rifai, T. koningii
Oudemans, T. longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Webster et Rifai, T. polysporum Rifai, T
pseudokoningii Rifai et T. viridae Gray), tout en tolérant une certaine variabilité au sein de chaque

espece agrégée (Rifai,1969).

* En comparaison avec les nombreux précédents, ce systeme semble le plus facilement utilisable
pour la communauté scientifique, dautant plus qu'il a été amélioré récemment par Bissett (1984,
1991a et b).

* En 1991, Bissett propose la notion de « section » pour faire face au nombre croissant d'espéces

nouvelles de Trichoderma sp., sans rapport avec les espéces agrégées.

Se basant sur la morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les espéces agrégées dans
5 sections (Figure 2) (Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum)
(Leuchtmann, 1996).
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Figure 02 : Les 5 sections systématiques de Trichoderma sp.et quelques- unes des especes y appartenant, selon
Bisset (1991 a et b). * Les espéces agrégées de Rifai, (1969).

Le systtme taxonomique de Bissett est aussi appuye, entre autres,

biologie moléculaire (PCR),

pour

par des approches de

répondre au positionnement de nouvelles espéces de

Trichoderma identifiées (dont les formes téléomorphes sont souvent non identifiées) et reste le plus
fiable actuellement (Lillard-Roberts, 2004 )

Les especes de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont classées

parmi les Ascomycetes .

Plus de 200 espéces du genre Hypocrea ont été identifiées, mais sont rarement cultivables, et de ce

fait peu décrites en termes

méconnues, les Hypocrea sp. (téléomorphes) se transforment définitivement

(anamorphes). On pense alors que

modernes

(Gams and Bisset,1998). Sous certaines conditions,
en Trichoderma sp.

I'évolution a conduit a la disparition du mode sexué pour

I'établissement d'un genre a reproduction exclusivement asexuée (Roquebert, 1996).

La biologie moléculaire nous révéle aujourd’hui que des espéces de Trichoderma génétiquement

différentes,

présentent des similitudes morphologiques spectaculaires et leurs caractéristiques se

’j
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chevauchent ce qui, d'une part explique la longue controverse connue par ce genre auparavant et d'une
autre part, montre que les seuls criteres morphologiques ne suffisent plus pour une classification
incontestable et rigoureuse des formes anamorphe de Trichoderma sp. (Cournut, 1984 ; Sugiyama,
1987).

La taxonomie moderne des champignons a aboli I’embranchement des Deuteromycotina, auquel
appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp.se présente
comme suit (Bissett, 2004) :

_ Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycetes
_ Sous embranchement Ascomycotina

_ Classe Sordariomycetes

_ Ordre Hypocréales

_ Famille Hypocraceae

_ Genre Trichoderma

2.2. Ecologie des Trichoderma sp.
2.2.1. Présence et distribution

Les Trichoderma sp., sont ubiquitaires dans I’environnement et sont surtout retrouves dans les sols
forestiers. Ce sont des contaminants fréquents dans les cultures industrielles de champignons, ils
peuvent également se développer sur le compost et parasiter les champignons cultivés mais
aussi les sclérotes ou les propagules d’autre champignons microscopiques (Pivkin, 2000). lls ont été
rarement isolés de végétaux ou peu décrits comme endophytes bien qu’ils soient retrouvés a la surface
des racines de certaines plantes. Un des substrats de choix du genre Trichoderma est le bois, ce qui pose
notamment des problémes de détérioration de constructions et donc entrainent des désagréments et des
pertes économiques importantes. Il est cependant possible de les rencontrer chez I’homme et plus
particulierement chez les immunodéprimés ainsi que dans les zones de stockage de papier ou les

bibliotheques, posant le probléme de la conservation des manuscrits (Papavizas, 1985).

Les Trichoderma sp. sont en général considérées comme des composantes cosmopolites dans

différents écosystemes dans une large gamme de zones climatiques. Cependant, certaines especes sont
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omniprésentes tandis que d'autres sont limitées a des zones géographiques spécifiques (Kubicek et al.,
2008).

Les membres de ce genre sont fréqguemment parasités sur d'autres champignons, sur du bois et de
I'écorce morts, dans le sol et la rhizosphére qui expriment leur capacité pour occuper diverses niches

écologiques (Gal-Hemed et al., 2011).

Le Trichoderma sp.se développe a la surface des racines, il peut améliorer la croissance des racines
par leur protection contre les agressions parasitaires et efforts physiques. En effet Trichoderma sp.
solubilise le phosphate et les microéléments qui sont impliqués dans la simulation de la croissance
végétale. Trichoderma sp. a un autre mécanisme antagoniste qui est I'induction de la résistance chez la
plante héte (Ghorri, 2015).

La répartition des champignons du genre Trichoderma est a peu prés comparable en milieu terrestre
(6% des especes et en milieu marin (6 a 10%) (Mohamed-Benkada, 2006).1l est donc possible de

soumettre 1’idée que Trichoderma est ubiquiste et non marin stricte (Landreau, 2001).

Les Trichoderma sp. sont des saprophytes omniprésents dans le sol. lls sporulent abondamment, ont
peu de besoins nutritionnels, peuvent croitre rapidement et produire des gammes diversifiées de
métabolites secondaires. En outre, ils ont la capacité de transformer une variété extrémement large de
matériaux organiques naturels. 1ls sont bien connus comme hyper-producteurs d'enzymes de dégradation
comme les chitinases et les cellulases (Benouza, 2012). lls ont été promus indirectement comme agents
de lutte biologique et stimulateurs de croissance des plantes (Papavizas, 1985). Le développement de
certaines especes de Trichoderma sp. dépend également du pH du sol mais aussi de sa composition en
sels, de la présence ou non de dioxyde de carbone ou de bicarbonates ainsi que de la nature et la

proportion des microorganismes présents (Reculeau-arnoud, 2003).
2.2.2. Croissance in vitro du genre Trichoderma

Les Trichoderma sp., font partie des champignons saprophytes et utilisent principalement pour se
développer: une source de carbone et une source d’azote, ce dernier a partir des composés d'ammonium
et de protéines, les acides aminés ainsi que les acides gras a longue chaine, les nitrates et éventuellement
de nitrites, I'assimilation du nitrate est rare et dépend de I'espece ;Les substrats carbonés trés diversifiés
comprennent une large gamme de sucres; certaines espéces peuvent utiliser I'inuline, raffinose,
saccharose, acides tannique et gallique. Il est aussi nécessaire de ne pas négliger I’impact que peut avoir
le dioxyde de carbone et le pH du milieu. En effet, la croissance des champignons du genre

Trichoderma devient tres rapide lorsque 1’on atteint un taux de CO, supérieur a 10% et un milieu

)
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alcalin, ce qui explique la relative abondance de ce genre dans des habitats humides et Iégerement
alcalins (Reculeau-arnoud, 2003).

2.3. Morphologie

L'aspect macroscopique des Trichoderma sp. est apprécié a partir de cultures sur géloses nutritives
appropriées, réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre Iégerement floconneuses
ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les
colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides. Cing jours apres sa germination, la
conidie donne naissance a un mycélium d'abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard,
une couleur verte est visible sur les parties aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenese.
D'autres cercles concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16°™et le 20°™jour un
feutrage épais se superpose a la culture. Au microscope optique on peut observer un mycélium composé
d'hyphes jaunes, septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiophores (Figure3) ont une forme conique ou
pyramidale. Trés ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les
phialides portent les spores.(Cournut ,1984 ; Landreau,2001 ; Kubicek et al ,2003) .

Phialospore
Conidies ol

v
% Phialide

L
Conidiosporas ‘\\

Figure 03 : Aspect morphologique d'un conidiophore de Trichoderma (Samuels et al.,1994).

2.4. Pouvoir antagoniste de Trichoderma

Les propriétés antagonistes des Trichoderma sont connues depuis longtemps puisque la premiére
publication qui en fait mention date de 1887 par VUILLEMIN. Cependant, 1’étude approfondie du

phénomene d’antagonisme et de son application comme moyen de lutte a 1’égard des parasites des

)

plantes cultivées n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales (Johanne, 2002).
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Les Trichoderma sont tres efficaces pour la lutte contre les maladies des plantes reliées aux sols, les
souches de Trichoderma peuvent influencer la croissance de la plante, augmenter la disponibilité des
nutriments, améliorer la production au champ et augmenter la résistance vis a vis de la maladie, aussi
bien que pour la dégradation de composés toxiques présents dans les sols. Les sols inoculés protégent
les cultures et garantissent un milieu sain pour un développement normal de la végétation (Harman et
al., 2000).

En effet, ce champignon secréte de multiples enzymes, antibiotiques, hormones qui sont utiles pour la
croissance des plantes et leur conférent une protection contre les pathogenes. Il en resulte aussi une
amélioration du contenu du sol en nutriments. La présence de Trichoderma dans le sol joue a la fois un

role préventif et curatif (Harman et al., 2004).
2.5. Utilisation du genre Trichoderma dans la lutte biologique
2.5.1. La lutte biologique

La lutte biologique est née apres un sérieux échec de la lutte chimique, le moyen le plus efficace et
rapide depuis la seconde guerre mondiale (Semal, 1989), principalement di a de nombreux problemes

directement ou indirectement sur le plan agro-écologique (Dunphy et Tibelius, 1992).

La lutte biologique contre les agents pathogenes peut se pratiquer en détruisant le pathogéne,
I’inactivant ou en réduisant sa virulence durant la phase de conservation et/ou en interférence avec le
processus d’infection de la plante (Semal, 1989). Elle repose sur I’utilisation des agents microbiens
antagonistes. Ces derniers peuvent étre isolés de différents biotopes et au sein de la microflore
tellurique. De nombreux travaux ont signalé 1’efficacité particuliére d’agents microbiens d’origine
rhizospherique (Verma et al., 2007). Le biotope rhizosphere est considéré comme milieu riche en
activités microbiennes conditionnée par les activités métaboliques et de croissance des racines des
plantes (Adams, 1990 ; Caron, 2002).

L’utilisation de ces microorganismes bénéfiques non pathogenes, en tant que biopesticides, est une
technologie émergente et écologiqguement compatible considérée comme alternative prometteuse aux
pesticides de synthése (Tableau 1). Globalement, I’effet protecteur conféré par ces agents de lutte
biologique est basé sur la compétition, 1’activité antagoniste rhizosphérique vis-a-vis de la croissance
des pathogénes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et/ou leur capacité¢ a stimuler la
croissance et les systtmes de défense chez I’hdte végétal, phénomeéne dénommé« Induced Systemic

Resistance » (ISR) (Saharan et Nehra, 2011).

o



Synthése bibliographique Le genre Trichoderma

La réussite de la lutte biologique repose sur le mode d’application qui va permettre a 1’agent de lutte
d’étre positionné au bon endroit et au bon moment pour qu’il exprime sa capacité antagoniste. Pour une
meilleure efficacité, il faut qu’il soit capable de coloniser bien la rhizosphére de la plante hote
(Alabouvette, 2001).

Tableau 1 : Microorganismes utilisés dans la lutte biologique.

Agents de lutte Mode d’action Références

Aspergillus niger Production de phenylethanol, acide | (Mujeeber et Shahana, 2002).

phenylacetique, et acide phynoxycetic

Penicillium digitatum Libération des enzymes lytiques (Mujeeber et Shahana, 2002).

Penicillium oxalicum

Trichoderma harzianum Compétition pour nutriments, | (Michelina et al., 2011)
Trichoderma viridae colonisation de racines, induction de

résistance systémique, antibiose

Pseudomonas sp Production de sidérophores | (Dmitri et al., 2006)
(pyoverdine et  pyochiline) et

I’antibiotique

Bacillus subtilis Production de phenylethanol, acide | (Shanmugam et kanoujia, 2011)

phenylacetique, et acide phynoxycetic

Fusarium oxysporum non Compétition pour nutriments, | (Alabouvette et al., 2008;

pathogene (Fo47) colonisation de racines, induction de
o o Kaur et al., 2010)
résistance systémique
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2.5.2. Utilisation du genre Trichoderma dans la lutte biologique

Le potentiel des espéces de Trichoderma comme agents de lutte biologique avait été observé pour la
premiere fois par Weinding (1932) in Howell (2003). Ce dernier auteur a rapporté I’action
mycoparasitaire de T. lignorum contre Rhizoctonia solani Kiihn. Il avait décrit avec détail I’enroulement
des hyphes de I’agent antagoniste contre celles de I’agent pathogéne, la pénétration, ainsi que la
dissolution du cytoplasme de 1’hote. Deux années plus tard Weinding (1934) in Howell (2003) avait
rapporté que la souche de T. lignorum produisait une substance toxique contre R. solani et Sclerotinia
americana, et la nomma gliotoxine. Plus tard il avait été démontré que 1’espéce qui produisait la
gliotoxine n’était pas T. lignorum mais plutét Gliocladium virens (Webester et Lomas, 1964). Cette
derniére espéce est récemment renommée comme Trichoderma virens (Miller, Gidden et Foster)
(Rehner et Samuels, 1994).

Dans les années qui suivent ces travaux, plusieurs exemples de succes de la lutte biologique ont été
attribués aux mécanismes de mycoparasitisme et ou ’antibiose, a la rhizosphére compétence, aux
enzymes lytiques qui dégradent les polysaccharides, la chitine et le -glucane telles que les chitinases et
glucanases et I’induction des mécanismes de résistance de la plante (Chet, 1987 ; Howell et al., 1993 ;
Lo et al.,, 1998).Le renforcement des activités antifongiques a été montré chez les plantes et les
microorganismes. Des plantes de tabac et de tomate exprimant des chitinases recombinantes a partir de
T. harzianum (P1) qui ont exprimé une grande résistance a 1’égard d’un grand nombre d’agents
phytopathogeénes (Lorito, 1998). Selon Migheli et al., (1998) la souche T. longibrachiatum (CECT2606)
transformée par un géne codant pour la B-1,4 endoglucanase (overexpression) est plus efficace que la

souche sauvage.
2.6. Mode d’action de Trichoderma

Généralement, Trichoderma inhibe ou dégrade la pectinase et d'autres enzymes qui sont essentiels
pour les phytopathogenes. En plus de son effet inhibiteur des phytopathogenes, Trichoderma est aussi
capable d'induire une résistance localisée et systématique. L'amélioration de la croissance des plantes
par Trichoderma peut prendre lieu soit au niveau de la plante, soit au niveau du sol (Yedida et al.,
2001).

Trichoderma a la capacité d'attaquer les agents pathogenes via différents modes d'action. Il peut

utiliser :

)
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2.6.1. L’antibiose

L’antibiose repose sur la production par un antagoniste, de substances métaboliques ayant un effet
toxique sur un agent pathogene (antibiotique). C’est un mode d’action utilisé par les souches de
Trichoderma pour inhiber la croissance des champignons phytopathogénes. La production des
antibiotiques (trichodermine, harziamine, trichodermal, etc.) dépend des conditions physico-chimiques
du milieu. Etant donné que Trichoderma peut produire des centaines de métabolites secondaires
(Sivasithamparam et Ghisalbert, 1998).

2.6.2. La compétition

Qui se manifeste par 1’aptitude de Trichoderma sp. a utiliser les mémes ressources du milieu (aires
d’alimentation, sites de développement) que les champignons pathogénes mais Trichoderma sp. emploie
ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant I’arrivée des indésirables. Trichoderma sp. a une
forte capacité a utiliser et métaboliser les nutriments du sol, qui le rend plus compétitif a de nombreux

micro-organismes du sol (Benitez et al., 2004).
2.6.3. Le parasitisme

Qui se manifeste par la destruction de 1’agent pathogene lorsque Trichoderma sp. s’enroule autour de
celui-ci soit en I’étranglant, en pénétrant a 1’intérieur et/ou en lui « injectant » des substances (enzymes)

qui le détruisent (Johanne,2002).

Un systeme multi-enzymatique important a été décrit chez des especes de Trichoderma sp. les
cellulases, les chitinases, p-1,3 glucanases, -1 ,6 glucanases, -1 ,3glucanases et des protéases (Howell
, 2003).

2.7. Production de métabolites secondaires
2.7.1. Définition

Beaucoup de mycetes peuvent produire des composés appelés métabolites secondaires qui se
caractérisent par le fait que, leur production n’est pas indispensable a la croissance du microorganisme
lui-méme et ils sont de structure et d’activité biologique trés diverses. Habituellement, ils sont secrétes

sous forme de mélange qui représente une structure chimique unique (Boiron, 1996).

Les métabolites secondaires sont des composés non essentiels au métabolisme basique des
champignons. Ces composés sont géenéralement produits au cours de I’idiophase et sont trés diversifiés

au niveau de leurs structures chimiques. Quelques métabolites sont spécifiques a une ou deux espéces

)
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alors que d’autres peuvent étre produits par différents genres, ces métabolites, sont des dérives de
précurseurs issus du métabolisme primaire, tels que I’acétyl-CoA, les acides aminés, les phénols ou les
composés terpéniques. Les enzymes responsables de la synthese des métabolites secondaires sont trés
diversifiées suite a I’évolution de genes impliquées, a 1’origine, dans les fonctions métaboliques

fondamentales (Adams, 2002).

Des conditions environnementales spécifiques peuvent affecter la production des métabolites
secondaires, telles que la composition du milieu de culture, I’activité de I'eau, la valeur du pH, la

température, la teneur en oxygeéne, et la présence d'organismes compétitifs (Johanning et al., 2002).
2.7.2. Production de métabolites secondaires par Trichoderma sp

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par les Trichoderma sp. a été
rapportée pour la premiere fois par Weidling (1934), concernant un antifongique (Papavizas, 1985).
Depuis, les études successives ont démontré que ces micromycetes étaient virtuoses dans la biosynthése
de métabolites secondaires (Vizscaino et al., 2005), processus régi par des interactions biochimiques
extrémement complexes et parfaitement coordonnées (Vining, 1990). La littérature ne cite que les
métabolites importants de Trichoderma sp. sont principalement des molécules bioactives. Le travail de
these de Landreau (2001) ayant présenté une synthése bibliographique sur ces groupes de produits, nous

ne les citons ici que trés succinctement :
2.7.2.1. Production de substances bioactives

*Les métabolites volatils (6-pentyl-a pyrone, éthyléne, cyanure d'hydrogeéne, alcools, aldéhydes)
(Vizscaino et al., 2005) ;

*Les métabolites non volatils diffusibles polyacétates (antifongiques, antibiotiques), trichotécenes
(variété de toxines actives sur microorganismes et mammiferes) notamment les trichodermines.
(Blumenthal, 2004) ;

*Les métabolites polypeptidiques ciclosporines immunosuppresseurs anti- inflammatoire (Landreau,
2001).
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2.8. Trichoderma longibrachiatum

Trichoderma longibrachiatum est un champignon filamenteux saprophyte (Alanio et al., 2008 ;
Gangneux, 2008).

Dans les années 1980 et le début des annees 1990, (Bissett, 1984 ; Bissett, 1991) Bissett a proposé
une classification infragénérique de Trichoderma par laquelle le genre a été divisé en sections :
section Trichoderma pachybasium, section Trichoderma saturnisporum, section Trichoderma
longibrachiatum et section Trichoderma hypocreanum. Les caractéristiques principales de la section

longibrachiatum inclus ce qui suit :

v" Des colonies se développent rapidement et sont de 6 a 9 cm apreés 4 jours a 20°C
v l'inverse des isolats frais est visiblement jaune-vert
v les chlamydospores sont présents ou absents

v"les conidiophores sont ramifiés, rameaux primaires est longue et les branches secondaires
sont généralement courtes

v Phialides ovoides a ellipsoidales, atténuées au sommet

v' Les conidies sont unicellulaire, verte, lisse fortifiée et ellipsoide a ovoide.

Récente caractérisation moléculaire des especes précédemment identifiés comme T. pseudokoningii
trouvées en fait étre T. longibrachiatum sur la base de I'analyse des séquences interne transcrit 'ADN
ribosomal (Kuhls et al., 1997 ). Les Caractéristigues macroscopiques utiles comprennent sa
croissance rapide et une évolution rapide du blanc au vert, sa présence fréquente dans les zones en
concentrique (Figure 4a), et son jaune citron diffusant le pigment sur PDA, bien que toutes les

souches peuvent ne pas étre si intense (Figure 4b).
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Figure 04 :(a), (b), T. longibrachiatum sur PDA aprés 5 jours a 25° C. (b) revers jaune pigment diffusible
produit par T. longibrachiatum aprés 5 jours a 25° C. (Richter et.al., 1999).

Au microscope, les hyphes sont lisses, cloisonnés et ramifiés et portent des conidiophores avec
des principales longues branches (Figure 5), chacune se terminant dans une phialide. Les phialides en
forme de bouteille , pour la plupart solitaire, souvent un peu gonflé au milieu et plié a I'apex et
légérement resserrée a la base et mesurée principalement de 5 a 11 sur 2 a 3 pm. Phialides terminales

plus allongées, n'étaient pas resserrées a la base et ont €té€ jusqu'a 14 um de longueur (Figure 5).
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Figure 05 : Longue branche principale de T. longibrachiatum produisant des branches latérales plus courtes

se terminant par des phialides. Grossissement x 320. (Richter et al., 1999).

Les Phialoconidies sont lisses fortifiée, ellipsoidales a cylindriques et vert et mesurent 3.4 a 6.4 sur

2,4 a 3,0 um (Figure 6 a). Lisse, a parois épaisses, subglobuleux a chlamydoconidie ellipsoide qui


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10074541
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10074541
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mesurait de 5 a 10 um de diamétre ont été également observes (Figure 6 b ). Sur la base des
caractéristiques décrites ci-dessus, cet organisme a été placé dans la section longibrachiatum et a été
identifié comme T. longibrachiatum. (Pfaller et al., 1998) (Figure 7 et 8).

a

roffF s »
( . o
\ra‘ ,

Figure 06 : les phialoconidies de T. longibrachiatum Grossissement x 920. (Richter et al., 1999); a :Branches

latérales, phialides et phialoconidies. b : Phialides terminales
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Figure 07 : Phialoconidies de T. longibrachiatum. Grossissement x 2,300. (Richter et al., 1999).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10074541
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Figure 08 : Chlamydoconidies lisse, a parois épaisses de T. longibrachiatum. Grossissement x2,300. (Richter
etal., 1999).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10074541
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Partie 2 : La fermentation en milieu solide

1. Définition

La fermentation selon Louis Pasteur est définie par «la vie sans air », cette premiere
définition est élaborée a la suite de ses travaux sur la biére et convient trés bien a toutes les
fermentations liquides traditionnelles. Par la suite, cette définition a été précisée et les
fermentations au sens scientifique sont, des métabolismes énergétiques anaérobies

intracellulaires a base de molécules organiques, et s’opposent aux respirations (Duchiron et

Copinet, 2019).

La fermentation en milieu solide c’est le processus qui assure la culture des
microorganismes sur un support ou un substrat solide qui est la matrice, en absence ou
presque d’eau libre (Pandey, 2003). La matrice peut étre naturelle servant directement de
source de nutriments, ou inerte imprégnée par un milieu liquide contenant les nutriments
nécessaires a la croissance de la souche utilisée (Krishna, 2005).

Le développement des microorganismes dans la FMS se fait dans un systeme constitué de
trois phases : une matrice solide, une phase liquide qui lui est liée et une phase gazeuse prise
au piege dans les particules ou entre celle-ci, ce qui expliquent la diffusion des moisissures
filamenteuses dans le substrat solide humide (Assamoi et al., 2009). La capacité de rétention
en eau des supports solides est variable et peut aller de 12 a 90%, soit une activité de 1’eau Aw
comprise entre 0,65 a 0,98. lls doivent posséder une humidité relative, ou plutdt une activité
de I’eau pour permettre la croissance et I’expression du métabolisme des souches ; les
champignons filamenteux sont particulierement bien adaptés a ces cultures du fait de leur

résistance a une faible Aw et une pression osmotique élevée (Azzouz ,2015).

2. Avantages et inconvenients

La production industrielle des métabolites fait appel aux deux procédés de fermentation
(fermentation en milieu solide et fermentation liquide). La décision de choisir 1’un ou 1’autre
est probablement basée sur le colt et ’efficacité du processus. Il est donc important de
connaitre les avantages et les inconvénients de la fermentation en milieu solide par rapport a

la fermentation liquide.
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2.1 Avantages

» L’absence d’eau libre permet de réduire considérablement le volume des installations de
fermentation et les contaminations bactériennes. Le peu d’eau disponible favorise la

production de certains métabolites qui n’apparaissent pas ou peu en culture liquide (Assamoi,
2009).

» Les faibles volumes d’eau a traiter posent moins de problémes d’effluents et une
récupération simplifiée car le produit est purifié a partir du milieu usé plutét que de la
biomasse héte (Wang et Yang, 2007; Duchiron et Copinet, 2019).

» Une productivité élevée (Krishna, 2005).
» Des rendements élevés en enzymes (Ustok et al., 2007).

» Les enzymes produites lors d'une fermentation solide sont moins sensibles aux répressions

cataboligues et aux inductions (Singhania et al., 2009).
» La valorisation des co-produits solides agro-industriels est importante au niveau
environnemental et économique (Restino, 2012).

» Les faibles colts : de production, de traitement des effluents liquides et de besoins en
énergie (Krishna, 2005 ; Couto, 2006 ;Ustok et al., 2007).

» La durée d’extraction et de récupération des produits est diminuée (Boutera et Saddalahe,
2017).

» Technologie simple (Givry, 2006).

» Ressemble avec I’habitat naturel des champignons filamenteux (Ustok et al., 2007).

» Absence de contrainte d’oxygénation (Sutter, 2017).

» Milieux de fermentations plus simples (utilisation des déchets agro-industriels bon marche)
(Krishna, 2005).

» Le risque de contamination bactérienne est moindre (Lonsane, 1985).

» L'élimination des problémes de mousse et une distribution avec un contrdle rigoureux de

quelques parametres (Lonsane, 1985).

» Une meilleure récupération du produit (Lonsane, 1985).

D
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» Le SSF peut réduire considérablement l'investissement en capital et augmenter la rentabilite,

ce qui en fait une technologie idéale dans plusieurs secteurs industriels (Krishna, 2005).

2.2. Inconvénients :

» La difficulté d'agitation du lit de substrat (Krishna, 2005).

» Difficulté dans le contréle de la fermentation, principalement dans l'accumulation de

chaleur, du niveau d'humidité du substrat et de I'aération (Lonsane, 1985 ; Krishna, 2005).

» Groupes limités de micro-organismes qui peuvent se développer a de faibles niveaux
d'’humidité (Krishna, 2005 ; Assamoi et al., 2009).

» Les problémes de transfert d’oxygeéne et de chaleur rendent difficile 1’augmentation

d’échelle des procédés (Lonsane, 1985 ; Assamoi, 2009).

» Les connaissances physiologiques et technologiques de la croissance des microorganismes

sur milieux solides sont faibles (Assamoi, 2009).

» Les microorganismes étant inséparables du substrat, 1’estimation de la biomasse est délicate
(Assamoi, 2009).

» Etant donné la forte concentration des métabolites obtenus, des produits inhibiteurs générés

par les microorganismes peuvent s’accumuler en concentration élevée dans le milieu de

culture (Assamoi, 2009).

3. La différence entre la fermentation en milieu solide et la fermentation en

milieu liquide

La production de métabolites secondaires est principalement réalisée par fermentation en
milieu liquide, cependant, les recherches s’orientent vers la production de ces métabolites par
la technique de fermentation en milieu solide (Krishna, 2005). Il est donc nécessaire de

connaitre la différence entre ces deux procédés. (tableau 2)
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Tableau 2 : Différences entre la fermentation a I'état solide et la fermentation liquide submergée

(Manpeert, 2005).

Fermentation a I'état solide (FMS)

Fermentation liquide submergée (FML)

* Les organismes nécessitant moins d'eau pour leur
croissance sont préferés, comme les champignons

filamenteux.

* Support inerte (naturel ou artificiel), contenant tous
les composants pour la croissance sous forme de

solution.

* Moins de risques de contamination en raison de la

faible disponibilité de I'eau.

» Des bioréacteurs de petite taille peuvent étre

utilisés.

» Moins de consommation d'énergie pour I'aération et

le transfert de gaz.

 Le facteur limitant de la croissance est la diffusion

des nutriments.

« Beaucoup de difficultés pour mesurer la quantité de
biomasse présente et d'autres processus en ligne.

* Le traitement en aval est facile, moins cher et prend

moins de temps.

* Aucun déchet liquide n'est produit.

» La concentration des milieux est trés inférieure a

celle de I'eau.
* Les ingrédients transformés requis sont chers.

*Une activité plus élevée de l'eau devient la

principale cause de contamination des FML.

* Des bioréacteurs a grande échelle sont nécessaires

car le milieu est trés dilué.

* Une pression d'air élevée consomme plus d'énergie

et le transfert de gaz dans le FML est médiocre.

« Un melange vigoureux facilite la diffusion des

nutriments.

» Des capteurs en ligne sont disponibles et
I'échantillonnage est facile pour la mesure de la

biomasse.

« L'eau rend le processus en aval difficile et tres

coliteux.

« Une grande quantité de déchets liquides est

produite, ce qui entraine des difficultés de rejet.

4. Applications

Les fermentations en milieu solide (FMS) sont traditionnellement utilisées pour la

fabrication d’aliments comme le Miso, le Tempeh, le Sufu et le Saké, ensuite pour la
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production des enzymes amylases (Duchiron et Copinet, 2019). A partir de ces fermentations
traditionnelles, de nouvelles versions de FMS ont vu le jour, qui ont abouti & de nouvelles
applications pour le développement de bioprocédés tels que la biorestauration et la
biodégradation de composés dangereux, la détoxification biologique des résidus agro-
industriels, la biotransformation des cultures et des residus de cultures pour I'enrichissement
nutritionnel des animaux (Sutter, 2017), la biopulpage (dégradation de la lignine par des
champignons de la pourriture blanche pour défaite la structure des parois cellulaires du bois)
(Pandey, 2003), la bio-filtration des gaz malodorants (Manpreet et al., 2005), et la production
de produits a valeur ajoutée tels que les métabolites secondaires biologiquement actifs
(Pandey, 2003).

4.1. Production des aliments

Selon Duchiron et Copinet, 2019 certains aliments sont obtenus par FMS comme le pain, le
fromage. Ainsi des produits alimentaires fermentés tels que le Miso, le Shoyu, le Koji, la
choucroute, le Ang-kak, le Banku, le Burukutu, le Hamanatto et le Lao-chao (Panda et al.,
2010). Les graines de café, les feves de cacao et les feuilles de thé sont fermentées apres
récolte sur lesquelles les bactéries et les levures développent les aromes caractéristiques et
influencent ainsi la qualité et le goGt du produit fini (Rose, 1981 ; Larpent-Gourgaud et
Sanglier,1992).

4.2. Production des enzymes

Les enzymes sont des protéines qui, en raison de leurs propriétés spécifiques, participent a
la synthése de molécules. Elles peuvent accélérer certaines réactions chimiques par des
facteurs de cent millions. Dans des conditions particulieres, elles rendent possible de
nombreux processus. Elles sont utilisées comme produits finaux, mais aussi comme agents de
fabrication industrielle (Assamoi, 2009), il existe un intérét significatif a utiliser des
techniques FMS pour la production d'une large gamme d'enzymes industrielles (Krishna,
2005).

Parmi les enzymes d’origine fongique produites par FMS on cite : I’enzyme amylase (alpha
amylase (Kolli et Zatout, 2015), protéase (Boukhalfa- lezzar, 2015), xylanase (Azzouz, 2015),
la cellulase (Leghlimi et al., 2017), lipase, galactosidase et pectinase etc... (Krishna, 2005).
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4.3. Production de métabolites secondaires

La production de métabolites secondaires est principalement réalisée par fermentation en
milieu liquide, cependant, les recherches s’orientent vers la production de ces métabolites par
la technique de fermentation en milieu solide (Krishna, 2005).

Les métabolites secondaires sont utilisés en tant qu’anti-inflammatoire, hypotenseur, anti-
tumoral, anti-cholestrolémique, mais aussi insecticides, régulateurs de croissance des plantes,
herbicides et pesticides respectueux de I'environnement (Barrios-Gonzdlez et Mejia, 2008).

Parmi ces métabolites nous trouvons 1’acide gibbérellique, les alcaloides de 1’ergot qui sont
largement utilisés dans le traitement des maladies comme 1’angine de poitrine, la migraine,
I’hypertension ou encore le glaucome. Les antibiotiques, les mycotoxines, telles que
I’aflatoxine et I’ochratoxine, peuvent étre produits par fermentation en milieu solide (Restino,
2012).(tableau 3).

4.3.1. L’acide gibbérellique

Les gibbérellines (AG) sont des métabolites secondaires qui fonctionnent comme des
régulateurs de croissance des plantes, parmi ceux l'acide gibbérellique (GA3) est la molécule
la plus importante (Machado et Soccol, 2008).

L’acide gibbérellique est produit par fermentation solide en utilisant les souches Gibberella

fujikuroi ou Fusarium moniliforme (Machado et al.,2002).

4.3.2. Les pigments

Les champignons sont les micro-organismes les plus adéquats pour la production de
pigments dans la FMS. Il existe une énorme quantité de métabolites fongiques pigmentés. Ils
présentent également fréquemment une activité pharmacologique, ce qui réduit les possibilités
d'utilisation des aliments (Carvalho et al., 2008).

Selon Carvalho et al.,(2008), les principaux pigments d’origine fongique sont: les
carotenoides produites par ’espéce Mucor azygosporus, le pigment rouge produit par
Monascus.sp, la riboflavine produite par Eremothecium ashbyii et Acremonium diospyri, et

les beta-caroténes produites par Blakeslea trispora.

4.3.3. Les alcaloides de I'ergot
Ils sont utilisés pour la premiere fois pour induire une contraction utérine lors de

I'accouchement. lls sont produits par Claviceps spp., et certaines souches de Penicillium,
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Aspergillus et Rhizopus spp. La demande d'alcaloides de l'ergot et de ses derivés est en
augmentation car ils sont utilises pour traiter des maladies telles que I'angine de poitrine
(douleur thoracique résultant d'un manque d'apport d'oxygene au myocarde), I'hypertonie
(contraction pathologique du couple musculaire agoniste-antagoniste), les entériques (des
maladies intestinales), les migraines (maux de téte violents), les troubles circulatoires
cerébraux ( troubles aigués liées a la mauvaise circulation du sang), la contraction utérine,
I'nypertension (une pathologie cardiovasculaire définie par une pression artérielle trop
élevée), pour réduire les saignements apres I'accouchement (hémorragies postnatales). Ils sont
également utilisés pour le traitement du glaucome (maladie dégenérative du nerf optique) et
de I'herpés zoster (le Zona). Parmi leurs activités physiologiques figurent I'inhibition des
activités de 1’adrénaline et de la noradrénaline et de la sérotonine, et la contraction des
muscles lisses de I'utérus. Certains alcaloides de l'ergot possédent une activité antibiotique
(Krishna, 2005).

4.3.4. Antibiotiques

Ce sont des molécules chimiques produites par certains micro-organismes en tant que
produits de fermentation pendant la phase stationnaire. lls peuvent étre définis comme des
produits naturels organiques de faible poids moléculaire, qui sont actifs contre d'autres micro-
organismes. La production d'antibiotiques par FMS a révélé un plus grand potentiel, car des
rendements plus élevés sont atteints en des temps plus courts par rapport a FML (Krishna,
2005).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Douleur_thoracique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Oxyg%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Myocarde
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Tableau 3: Les métabolites secondaires produits par fermentation solide (Hernandez et al., 1993 ;

Balakrishnan et Pandey 1996 ; Sekar et Balaraman 1998 ;Sarhy-Bagnonet al.,2000; Barrios-
Gonzélez et Mejia, 2008).

Métabolite

secondaire

Microorganismes

Activité biologique

Substrat de

culture

Lovastatine
Monacoline K

Cyclosporine A

Acide
mycophenolique

Nigerloxine

Penicilline
Zéaralenone

Céphalosporine

Bio-pigments

Les alcaloides

I’ergot

6-pentyl-a-pyrone

ou

de

Aspergillus terreus
A. flavipes
Monascus.sp

Tolypocladium inflatum

Penicillium
brevicompactum

Penicillium. Sp.

Aspergillus niger

Penicillium chrysogenum
Fusarium moniliforme

Cephalosporium
acremonium

Monascus.sp

Cleviceps
fusiformis

Trichoderma harzianum

purpurea, C.

Hypocholestérolemique

Anti tumorale.

Immunodépresseur (administré
apres transplantation d’organe),

anti-inflammatoire,

antifongique et antiparasite.

Immunodépresseur.

Antioxydant par inhibition de
lipoxygénases, anti-
inflammatoire,anti allergique,

anticancéreux.
Antibiotique.
Promoteur de croissance.

Antibiotique.

Additifs colorants pour aliments et
produits pharmaceutiques.

traitement de la migraine.

Antifongique.

Support inerte
Son de blé
Riz

Son de blé

Son de blé

Son de blé

Bagasse de canne a
sucre.
mais

Orge

bagasse de canne a
sucre.

bagasse de canne a
sucre.
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5. Les diverses étapes suivies en fermentations solides

Les différentes étapes suivies au cours d’une fermentation solide sont : la préparation du
substrat ou du milieu de culture, la stérilisation facultative du milieu (généralement a 121 °C
pendant 21 minutes) suivie par le refroidissement de celui-ci, I’inoculation du milieu de
culture, I’incubation du milieu inoculé en maintenant dans la mesure du possible les
conditions environnementales optimales (température, pH, teneur en eau) (Assamoi et al.,
2009).
5.1. La preparation du substrat carboné

La préparation du substrat carboné vise a lui faire subir divers traitements physique,
chimique ou biologique (enzymes) afin de favoriser une grande accessibilité des constituants
aux microorganismes. Le traitement physique peut se faire soit mécaniquement (broyage,
concassage, hachage, aplatissage), soit thermiquement (chauffage, autoclavage, traitement a la
vapeur), soit par irradiation ou par ultrasonication. Le traitement chimique se fait par la voie
des alcalis, acides, oxydants, gaz et solvants (Assamoi et al., 2009).
5.2. L’inoculation du milieu de culture

L’inoculation du milieu de culture se fait le plus souvent a partir d’une suspension de
spores. Celles-ci restent viables plus longtemps que du mycélium, sont moins sensibles aux
conditions externes et se conservent plus facilement. La quantité optimale de spores a inoculer
differe selon les cas. Un exces de spores peut parfois inhiber la germination. Les spores sont
cependant métaboliguement dormantes, impliquant que la dégradation du substrat ne peut
s’installer qu’apres la germination. Pour minimiser cet inconvénient, une pré-germination des
spores est parfois envisagée. Des inocula spores + mycélium + substrat de production peuvent

étre utilisés également (Assamoi et al., 2009).

6. Facteurs influencant le procédé FMS

6.1. Parametres biologiques
6.1.1. Type de microorganisme et inoculum

Les champignons filamenteux sont les microorganismes les mieux adaptés a la fermentation
en milieu solide. Mais le choix du type de microorganisme depend surtout du milieu a
valoriser et du produit final a obtenir (Mitchell et al ., 2011).. L’inoculation du milieu de
culture se fait le plus souvent a partir d’une suspension de spores qui se conserve mieux par
rapport au mycélium. La quantité optimale de spores différe selon le cas. Une quantité trop

importante d’inoculum peut également inhiber la synthése des métabolites en raison de
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I’épuisement rapide des nutriments aprés germination. Il a également été démontré que 1’age
et donc I’état physiologique des spores a un impact conséquent sur le développement des
souches (Shivanna et Venkateswaran ,2014).

6.1.2. Substrat solide

Généralement, le substrat utilisé en fermentation solide est une matiere premiere naturelle
peu onéreuse issue de résidus agricoles (son de blé, pulpe de betterave, tourteaux, etc.) (Sutter
2017). Les residus agro-industriels sont des ressources renouvelables naturelles et abondantes
donc largement disponibles pour la fermentation en milieu solide et dont le codt est peu éleve.
Les cultures réalisées en FMS sur substrats naturels sont mentionnées comme « cultivation on

natural substrate » (Krishna, 2005).

Les substrats sont classés en deux catégories, les supports inertes et organiques, et se
présentent sous trois formes (Manpeert, 2005; Krishna, 2005): forme de matériaux
organiques naturels amylacés ou lignocellulosiques. Ce sont généralement des sources de
polymeéres insolubles, complexes et hétérogenes tel que bagasses, pulpes de betterave, son de
blé, tourteaux, les pulpes de café, les peaux d’agrume, etc, (Durand, 1998). lIs servent a la fois
de support et de source de nutriments (Krishna, 2005), c’est le cas de tous les substrats solides
issus de [D’industrie agricole, composés essentiellement d’amidon, de cellulose, de
lignocellulose, de pectine et d’autres polymeres. La deuxieéme comprend les matériaux
minéraux tels que les granules d’argile, la perlite, la pouzzolane, etc. Enfin, les matériaux
synthétiques de type mousses de polyuréthane constituent la troisieme catégorie de matrice
solide utilisable par la FMS (Durand, 1998, Thomas et al., 2013). Dans ces cas, les matériaux
nécessitent généralement un prétraitement pour rendre leurs constituants chimiques plus
accessibles et leur structure physique plus sensible a la pénétration mycélienne (Manpeert,
2005) , ceci comprend une imprégnation de solutions nutritives (Durand, 1998), un broyage,
une hydrolyse physique, chimique ou enzymatique afin d’augmenter la disponibilité du
substrat, I’apport de nutriments, le réglage du pH et de I’humidité ainsi qu’un traitement
thermique afin de pré-dégrader la structure moléculaire et d’éliminer les contaminants
(Krishna, 2005).

Le support solide doit se caractériser par une bonne capacité d’absorption et doit contenir
les nutriments nécessaires au développement du microorganisme (source d’azote, de carbone

et de sels minéraux), sa disponibilité et son faible co(t (Krishna,2005), ne doit pas contenir de
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composeés inhibant la croissance et les activités microbiennes, poreux (Duchiron et Copinet,
2019), insoluble dans I'eau (Manpeert, 2005).

6.2. Parametres physicochimiques
6.2.1. La taille des particules

En FMS, la surface des particules joue un role important pour 1’adhésion des
microorganismes, les transferts des nutriments et la circulation de I’oxygéne ce qui affecte
directement la croissance de la souche considérée et la formation des produits. La surface
disponible dépend de la taille des particules et de leur porosité (Couto et Sanroman, 2006). Il
est donc nécessaire d’avoir une taille de particules convenable, ni trop petite ni trop grosse. En
effet, des particules trop petites entrainent une agglomération du substrat diminuant la
respiration microbienne et donc le développement. Au contraire, le substrat n’est pas
suffisamment accessible si les particules sont trop grosses (Krishna 2005). .Ainsi une porosité
bien étudiée facilite le passage de I’air qui entre facilement en contact avec les moisissures

installées en surface des particules (Couto et Sanromén, 2006).

6.2.2. L’humidité et I’activité de I’eau

La teneur en humidité du substrat solide est un facteur clé pour le développement du
microorganisme. Les champignons sont bien connus pour favoriser un environnement humide
pour leur croissance. Un niveau d'humidité optimal doit étre maintenu, car une humidité plus
faible tend a réduire les diffusions, croissance microbienne, stabilité enzymatique et
gonflement du substrat. Des niveaux d'humidité plus élevés conduisent a agglomération de
particules, limitation du transfert de gaz et compétition de bactéries. L'existence d'un
optimum teneur en humidité du milieu a des effets profonds sur la cinétique de croissance et
sur les propriétés physico-chimiques de substrats solides, ce qui, a son tour, affecte les
productivités. L'humidité du la matrice solide doit étre supérieure a 70% dans le cas des
champignons filamenteux. (Krishna, 2005).

L’eau est impliquée dans la croissance cellulaire, les réactions métaboliques, les activités
enzymatiques, les transports des éléments nutritifs, des métabolites extracellulaires et des gaz
au cours de la fermentation solide. Les besoins en eau des microorganismes sont reflétés par
I’activité de ’eau (Aw) qui représente la disponibilité en eau pour une réaction dans un
substrat solide (Krishna, 2005). Il a démontré qu'au cours de la croissance fongique dans les
FMS, les activités plus élevées de I'eau favorisent la sporulation tandis que les activités d’eau

basses favorisent la génération de spores ou la croissance des mycéliums. Les champignons
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filamenteux et certaines levures peuvent se développer a une valeur Aw faible (0,6-0,7). Les
micro-organismes, qui peuvent grandissent et sont capables de mener a bien leurs activités
métaboliques & des valeurs Aw inférieures, sont bonnes pour les processus FMS. L'Aw
optimale dépend également de facteurs tels que la vitesse d'agitation et la température de
culture. (Manpeert,2005)

6.2.3. La Température

La température est probablement I'un des paramétres les plus importants, elle est
intimement liée aux activités metaboliques du micro-organisme qui se développe dans le
milieu. Plus le champignon filamenteux envahit le support, plus il génere de la
chaleur, via son métabolisme respiratoire. Cette augmentation de température, pouvant aller
jusqu’a 20 °C au-dessus de la température d’incubation, peut entrainer une dégradation des
produits sécrétés dans le milieu et stopper la phase végétative de croissance et de nutrition
(Duchiron et Copinet, 2019).

La chaleur s’accumule facilement dans ces cultures, car les échanges thermiques sont
difficiles dans un milieu peu hydraté. Ceci peut avoir des effets importants tels que la
dénaturation des protéines, I’inhibition des enzymes, 1’augmentation ou I’inhibition de la
production des métabolites et la mort des cellules (Krishna, 2005).

Ce critere critique dans la FMS, le contr6le de la température, est assez difficile a réaliser
car les dispositifs conventionnels de convection ou de refroidissement conducteur sont
inadéquats pour dissiper la chaleur métabolique en raison de la mauvaise conductivité
thermique de la plupart des substrats solides, ainsi que de la nature principalement statique de
la FMS. De plus, le taux de génération de chaleur est directement proportionnel au niveau
d'activité métabolique dans le systeme (Krishna, 2005).

Différentes méthodes sont utilisées pour la dissipation de la chaleur, telles que le
refroidissement des plateaux métalliques en utilisant du liquide de refroidissement en
circulation et une agitation intermittente. D'autres méthodes comprennent I'aération forcee, la
circulation de I'eau a travers une chemise entourant le fermenteur, l'agitation des solides et la
couverture de la surface externe du fermenteur avec des jutes imbibées d'eau. Cependant,
I'aération forcée est généralement la technique de choix pour I'évacuation de la chaleur. Il a
été signalé que la majeure partie de la chaleur générée (jusqu'a 80%) dans le processus SSF
est éliminée en utilisant une aération forcée. Les taux de génération de chaleur indiquent que
le transfert de chaleur par conduction était le mécanisme le moins efficace (8,65%) par

rapport au mécanisme convectif (26,65%) et évaporatif (64,7%) (Manpeert, 2005).
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6.2.4. Le pH

Le pH est I’'un des paramétres les plus difficiles a contrdler dans la FMS. Des variations de
valeur du pH résultent d’une consommation en substrat (exemple de 1’hydrolyse des
protéines) et/ou des synthéses métaboliques (exemple des acides organiques). Les variations
de pH sont des indicateurs des changements dans les activités métaboliques (Assamoi, 2009).
En fermentation solide, il n’existe pas d’¢lectrode pouvant enregistrer le pH des milieux
solides a cause de I’absence d’eau libre. Certains auteurs utilisent des électrodes
potentiométriques ou une électrode a pH standard, apres avoir une suspension de 1’échantillon
dans de ’eau distillée. Il est ainsi difficile de contrdler le pH efficacement en fermentation
solide. Lorsque cela est nécessaire, la méthode standard est de tamponner le milieu de culture
avec un mélange adéquat de composés azotés (urée, sels ammoniacaux), des sels de Ca*?ou
des solutions alcalines. Pendant la fermentation, le pH peut étre régulé par I’addition d’acides
ou de bases a I’eau de refroidissement de la masse fermentable (Assamoi, 2009). Ainsi, il est
souhaitable d'utiliser des micro-organismes qui peuvent se développer sur une large gamme

de pH et qui ont de larges optima de pH (Manpeert, 2005).

6.2.5. L’aération
L'aération de la masse en fermentation dans la plupart des fermenteurs de laboratoire et a
grande échelle est réalisée en forcant de l'air stérile sous pression. Les taux d'aération sont
régis par la nature du microorganisme utilisé, le degré d'exigence O2 pour la synthese du
produit, la quantité de chaleur métabolique a dissiper de la masse, I'épaisseur de la couche de
substrat utilisée, le degré auquel CO2 et les autres métabolites volatils doivent étre éliminés et
le degré d'espaces d‘air disponibles dans le substrat (Lonsane, 1985). La circulation de 1’air
peut se faire de maniere active par injection d’air humidifié ou passive par passage de ’air a
la surface des particules (Mitchell et al 2006).
6.2.6. L’ agitation
L'agitation de la masse en fermentation a des effets beénéfiques, elle assure
I'nomogénéité tout au long de la période de fermentation, 1’amélioration de la croissance sur
les particules individuelles du substrat, la prévention de la formation d'agrégats, I'exposition
des particules individuelles du substrat a I'atmosphére du fermenteur, 1’amélioration du
transfert de gaz, I'échange de chaleur est facile, prévention des changements localisés et
distribution efficace des spores de I'inoculum. La vitesse d'agitation ou de rotation est dictée

par les mémes facteurs que ceux qui régissent la vitesse d'aération. (Lonsane, 1985).
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6.2.7. L apport de sources exogénes de carbone et d’azote

Parmi les paramétres de culture, le ratio carbone/azote est un des facteurs les plus
importants pour la croissance du microorganisme et pour orienter la production de biomasse
et de produit d’intérét. Un excés ou un manque d’azote dans le milieu de culture peut étre le
facteur limitant. Les coproduits agricoles et agroindustriels présentent des contenus en azote
tres variables. Un ratio supérieur a 20 est généralement favorable pour la plupart des
champignons. Le type et la nature de ces composés peuvent egalement affecter le procédé de
fermentation (Junior et al.,2010). Le rapport C/N est crucial pour la production des
métabolites non associes et partiellement associés a la croissance. Lors de la réalisation des
cultures fongiques, il est important de connaitre le rapport C/N qui pourrait inciter ou retarder
la sporulation (Rodriguez-Leon et al., 2008). La supplémentation en azote et/ou en carbone
n’est pas toujours nécessaire et dépend du contenu en azote du substrat de base ainsi que des
besoins du microorganisme (Pandya et Gupte, 2012).
7. Le son de blé
7.1. Généralités

Le son de blé regroupe les couches les plus extérieures du blé. Il est constitué de plusieurs
couches fines : le péricarpe extérieur et intérieur, le tégument, la couche hyaline et la couche
d’aleurone. Le péricarpe est riche en fibres insolubles comme la cellulose, en lignine et acide
férulique. Le tégument contient principalement des alkylrésorcinols (lipide phénolique). La
couche d’aleurone est riche en minéraux et en vitamine B. Elle représente 7% de la masse

seche du grain de blé (Antoine et al. 2002). (figure 09).

Péricarpe

Figure 09: Les différentes couches cellulaires constitutives du son de blé (Barron et al., 2012).

7.2. Composition chimique
Le son de blé se compose principalement d'amidon (10 a 20%), de polysaccharides non
amylacés (41 a 60%) et de protéines (15 a 20%) (Biswas et al ., 2019).
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Sa composition varie en fonction de ses variabilités génétiques et éco-physiologiques ainsi

qu’en fonction du mode de fractionnement et de mouture (Benkerrou, 2012). Sa composition

est illustrée dans le tableau 4, qui présente une forte hétérogénéite.

Tableau 4 : La composition chimique de son de blé de différentes origines.

% de la (Raynal- (Bataillon et al., (Maréchal, 2001)
matiére seche loualalen, 1996) 1998)
Son Son Son Son Son désamidonné
brut désamidonné | brut désamidonné
Cellulose 9,2 15,5 11,0 25,0 18,7
Hémicelluloses | 37,0 60,0 19,0 45,0 62,3
Lignine 6,7 8,0 6,0 3,0 3,8
Amidon 20,0 n.d 29,0. 1,0 n.d.
Protéines 14,8 15,2 14,0 9,0 15,6
Lipides n.d n.d 6,0 6,0 n.d
Matieres 53 1,0 4,0 1,0 15
minérales

nd : non détermin

7.3. Propriétés

Le son de blé a pour avantage de permettre une bonne circulation de I’air, de ne pas
présenter d’agglomération des particules entre elles, de faciliter la pénétration du mycélium
dans le substrat et d’étre bon marché, ainsi il a une bonne capacité de rétention de I’eau
pouvant aller jusqu’a 80% (Abdullah et al. 1985), il est possible de travailler avec une

humidité importante permettant une bonne croissance des champignons (Restino, 2012)
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7.4. L’intérét du son de blé

Aujourd’hui, le son de blé est employé dans certains domaines industriels. Il est utilisé en
fermentation en milieu solide pour la production de divers métabolites intéressants les
enzymes, les métabolites secondaires et autres produits d’intérét biotechnologiques. Il assure
une bonne production des enzymes cellulases, amylases, et Xxylanases a raison de sa
composition en cellulose, amidon et en xyléne, ainsi sa teneur élevée en azote le rend
approprié pour la production d'autres enzymes telles que la protéase, la glucoamylase. (Javed
et al.,2012).

Il intervient dans la production de biocarburants comme par exemple 1’éthanol et le

biobutanol.

Un autre intérét de son de blé dans la biorémédiation, de I’employer pour éliminer les ions
de metaux lourds des sites industriels abandonné qui est un défi majeur pour la
décontamination et la réhabilitation des eaux usées industrielles. Il peut étre utilisé comme
filtre naturel pour décontaminer les effluents industriels contenant des métaux lourds (Javed et
al., 2012).

Le son de blé a également un réle dans le domaine médical. Les antioxydants contenus dans
ce coproduit peuvent réduire les risques de maladies telles que : le cancer du cdlon, la maladie
de Parkinson, les maladies cardio-vasculaires. Les fibres du son de blé sont connues pour

diminuer le taux de cholestérol (Javed et al., 2012).

I1 est aussi utilis¢é comme additif dans 1’alimentation humaine pour I’apport de vitamine B.
Le son de blé peut aussi étre utilisé dans 1’alimentation animale. Il a été montré que ’ajout
quotidien de son de blé dans 1’alimentation des vaches permet d’augmenter la production de
lait de 14,65 litres par jour (Javed et al., 2012).
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1. Matériel biologique
1.1. Origine et entretien de la souche

La souche utilisée dans ce travail est la moisissure Trichoderma longibrachiatum (GHL).
Elle est isolée par notre encadrante Mme LEGHLIMI. H, au niveau du laboratoire de génie
enzymatique Université Constantine 1 Algérie, a partir d’échantillon de sol collecté proche de
la source thermale (Hammam Debbagh Guelma) (février 2007). La souche est identifiée

comme Trichoderma longibrachiatum (laboratoire DSMZ. Allemagne) (Leghlimi, 2013).

1.2. Réactivation et sporulation de la souche

A partir d’une suspension de spore de la souche Trichoderma longibrachiatum, conservée
dans de I’eau tweenée glycérol 20%, sous forme de cryotubes (Leghlimi, 2013), quelques
gouttes sont prélevées et étalées a 1’aide de pipettes Pasteur a la surface du milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) (Annexe 1) coulé en boites de Pétri. Par la suite, les boites sont
incubées dans une étuve a 30°C jusqu’a une bonne sporulation (7 jours) (figurel0). Les
repiquages successifs sont effectués, a partir de boites bien sporulées, sur le méme milieu
(PDA) selon la méthode de la touche centrale (Botton et al., 1990) .

Figure 10 : Aspect macroscopique de la souche aprés une bonne sporulation.
1.3. Préparation de I’inoculum
1.3.1. Préparation de la suspension de spores

Les spores sont récupérées par addition d’un volume delOml d’eau physiologique stérile
dans une boite de Pétri bien sporulée. La surface de la croissance fongique est grattée et les
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spores sont récupérées sous forme de suspensions dans des tubes stériles, qui vont servir par

la suite, d’inoculum pour les cultures en erlen-meyers (figure 11 a et b).

Figure 11 : Préparation de la suspension de spores ; a : mycelium gratté,

b : suspension sporale obtenue.
1. 3.2. Dénombrement des spores

Une dilution de 1/100 est réalisée a partir d’une solution mére de spores. Le nombre de
spore de cette dilution est déterminé par une technique de dénombrement a 1’aide d’une
cellule de comptage (la cellule de Thoma) (Guiraud, 1998) par examen microscopique
objectif (x40) qui nous permettra, ensuite de calculer le volume de la suspension de spores
nécessaire pour 1’inoculation des erlens-meyers (le volume est calculé en fonction du nombre

de spores trouvé et du taux d’inoculum utilisé).
1.3.3. Conservation de la souche

Les suspensions de spores sont ensuite stockées a 4°C jusqu’a leur utilisation (Botton et
al.,1990). Pour une conservation a -20°C, les spores sont récupérées par addition de 10 ml
d’eau distillée avec le glycérol a 20% (agent cryoprotecteur). Ces suspensions de spores sont
ensuite stockées au congélateur, afin de garder leur viabilité et de limiter les possibilités de

variation, jusqu’a leur utilisation (Botton et al., 1990).
2. Production des métabolites secondaires par la souche Trichoderma longibrachiatum

2.1. Milieu de production

Un milieu de culture est utilisé pour la production des métabolites secondaires en mode de
fermentation solide : le son de blé issu de la Coopérative des céréales et Iégumes secs (El
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khroub. Constantine. Algérie).C’est un sous-produit de la mouture séche du blé tendre, utilisé

comme un substrat naturel sans aucun traitement.

2.2. Conduite de la fermentation en erlen-meyers

La production des métabolites secondaires est réalisée dans des erlens-meyers de 250 ml a
raison de 10 g de son de blé par erlen, dont le taux d’humidité initiale est de 75% (Sarhy-
Bagnon, 2000).

Seize erlens sont employés, dont 8 erlens d'entre eux sont humidifiés avec de I’eau distillée,
le reste avec une solution de saccharose (Annexe 2), le son de blé et I’agent humidifiant sont
homogénéisés a 1’aide d’une tige en verre puis les erlens-meyers sont bouchés avec du coton

cardé, recouverts avec du papier aluminium et autoclavés a 120°C pendant 20 minutes.

Aprés refroidissement, les erlens sont inoculés par une suspension sporale de la souche
T.longibrachiatum dont le taux d'inoculum est de 2.10°spores/ gramme de substrat solide. Les
milieux sont bien homogénéisés avec une tige en verre stérile. L’incubation des erlens est

effectuée a 28°C pendant différentes périodes a savoir 5, 7 10 et 14 jours.
3. Extraction et mesures effectuées apres fermentation
3.1. Extraction des métabolites secondaires

A la fin d’incubation, 5g du substrat fermenté sont mixés avec 100 ml d’cau distillée dans
un blender ménager pendant 1 & 2 minutes, ensuite le mélange est filtré a 1’aide d’une
compresse de gaze (figure 12). Apres filtration, un volume des filtrats obtenus (90 ml) est
mélangé avec un volume équivalant des solvants chloroforme ou d’acétate d’éthyle. Le
mélange obtenu est placé sur une plaque d’agitation (figure 13 a et b), pendant 5 minutes.
Ensuite, le mélange est versé dans une ampoule a décantation de 250 ml (figure 14), pour
faire séparer la phase organique de la phase aqueuse (on s’intéresse a la phase organique qui
contient les métabolites recherchés). A 1’aide d’un Rota vapeur a 45°C avec une légére

rotation, la phase organique est évaporée a sec.

Chaque extrait fongique est dissous dans du dimethylsulfoxide (DMSQO) de facon a obtenir

une concentration de 100 mg/ml.

ﬁ
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Figure 13 : Traitement du mout de fermentation aux solvants ; a : le mélange filtrat -solvant,

b : agitation sur la plaque agitatrice.
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Figure 14 : Décantation du mélange (phase organique et phase aqueuse).

3.2. Mesure du taux d’humidité

L’humidité est un parameétre qui renseigne sur le développement du champignon au cours de
la culture. En effet, au cours de sa croissance, le champignon produit six molécules d’eau
pour une molécule de glucose consommeée (Restino,2012), la mesure du taux d’humidité
permet de déterminer la matiere seche, nécessaire pour le calcul de la production du

métabolite recherché.

L’humidité des substrats fermentés (le son de blé) est déterminée par la méthode de la
mesure du poids sec, qui consiste a sécher des échantillons de 5 g dans une étuve a une
température de 105 °C, jusqu’a I’obtention d’un poids constant (Audigie et al., 1984).

Le pourcentage d'humidité est calculé selon la formule suivante :

H%= [(PH-PS)/PH)] x 100
PH: poids humid

PS: poids sec

E



Matériel et méthodes

4. Test d’activité antifongique des extraits obtenus

- Méthode de diffusion sur disques

Afin de déterminer ’activité antifongique des extrait, la méthode de diffusion sur disques
est utilisée (Hazalin et al., 2009). 10 ul de chaque extrait sont déposés a I’aide d’une pipette
sur les disques stériles (6 mm de diametre) placés a la surface du Sabouraud dextrose agar
(SDA) (Annexel) préalablement inoculés avec 100 pl des suspensions des champignons
pathogenes (Hazalin et al., 2009).

Les boites ainsi terminées sont mise pendant 2 heures a 4°C afin que les métabolites

puissent diffuser ensuite elles sont misent a incuber a 30°C pendant 72 heures.

5. Séparation des métabolites secondaires par CCM

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base qui permet une
séparation efficace des métabolites secondaires et leur identification. Elle se fait sur une
plaque de silicagel (gel de silice 60 F254) sur laquelle est déposé un spot de chaque extrait
chloroformique ou d’acétate d’éthyle concentré selon le cas. La plaque est ensuite placée dans
une cuve chromatographique et trempée dans un mélange de solvant d’élution constitué de
tolueéne, acétate d’éthyle et 1’acide formique de volume (5 : 4 : 1), respectivement (Multon,
1982) (Figure 15).

La chromatographie est arrétée lorsque le front du solvant a parcouru une distance de 15 cm
a partir du point de dépot. Apres élimination du solvant, les chromatogrammes sont observés
sous lumiére UV (A =254 et 365 nm) (Kahlouche et Meziane, 2017).

couvercle

papier front de
solvant
‘—
L ] L ]
i+
4 8
solvant

Figurel5 : Principe de la chromatographie sur couche mince (Kahlouche et Meziane, 2017).
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A T’époque, la production de métabolites secondaires est principalement réalisee par
fermentation en milieu liquide. Cependant, les études actuelles s’orientent vers la production
de ces métabolites par la technique de fermentation en milieu solide a raison de sa simplicité,
de son faible codt, sa productivité et son rendement élevé. La production des métabolites
secondaires bioactifs par des micro-organismes antagonistes aux phytopathogenes, comme le
genre Trichoderma (agent de lutte biologique contre plusieurs ravageurs) (Zachow et al.,
2016) est destinée comme une alternative prometteuse aux pesticides chimiques qui ont des
effets nuisibles (Abo-Elyousr et al., 2014 ).

Afin de tester I’activité antagoniste de la souche Trichoderma longibrachatum vis-a-vis les
champignons phytopathogenes en se basant sur la production des métabolites secondaires
bioactifs ; une fermentation est effectuée en erlenmeyers de 250 ml sur un substrat solide qui
est le son de blé humidifié avec une solution de saccharose ou de I’cau distillée & 75 % , (on
n’a pas testé une gamme de taux d’humidité pour ce milieu, c’est pour ¢a on a utilisé un taux
d’humidité de 75% selon Sarhy-bagnon et al.,2000). Le milieu de fermentation est inoculé par
une suspension de spore & raison de 2.10° spores par gramme de substrat. L’incubation est
effectuée sur différentes périodes (5, 7, 10 et 14 jours) a 28°C. Mais malheureusement notre
travail a été interrompu a cause de la pandémie de « Covid-19 », ce qui nous a empéchées de
poursuivre les manipulations prévues et avoir des résultats. Notre sujet de recherche est
d’actualité, et fait partie des études visant la recherche de métabolites secondaires d’origine
fongique, ayant un effet antagoniste vis-a-vis les champignons phytopathogenes, ce qui ouvre
la porte de la lutte biologique, devenue la solution de choix par rapport aux traitements

chimiques, responsables de nombreux effets secondaires indésirables.

Dans ce contexte, de nombreuses études ont été effectuées avec différentes souches
fongiques, sur des substrats différents que ce soit en mode liquide agité ou en mode solide

statique. Nous citons ici, quelques travaux et les résultats obtenus :

Selon Hamrouni et al.,(2019), la production a I’échelle industrielle de la molécule 6 pentyl-
alpha-pyrone «6-PP » (un métabolite secondaire a une activité antagoniste contre les
bactéries et les champignons), est réalisée par fermentation en milieu solide dans des flacons
de 250 ml et dans une colonne de verre Raimbault remplie de 20 g a 5 kg de substrat solide.
La colonne utilisée est un nouveau bioréacteur en plastique a usage unique. Le substrat utilisé
constitue un mélange de sarments de vigne, de tourteau de jatropha, de grignons d'olive, de
farine de pommes de terre et d'huile d'olive. Le substrat de fermentation est humidifié avec de
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I’eau distillée dont le taux d’humidité initiale est de 50%, et inoculé avec une suspension
sporale a une concentration de 2 x 107 conidies de la souche Trichoderma asperellum, les
cultures sont incubées a 29°C pendant 7 jours. La fermentation est contrdlée par I'application
d'air humide forcé pendant tout le processus, mais les flacons ne sont pas hermétiqguement
fermés pour que de I'oxygene puisse s'écouler par diffusion. Ils ont abouti a la production
optimale de 6-PP (7,36 + 0,37 mg par gramme de matiére seche).Cette valeur est la plus
élevée dans le bioréacteur a usage unique par rapport aux autres systemes testés en raison d'un

meilleur contrdle des parametres de la culture.

En 2006, I’équipe de Vinale a étudiée les principaux métabolites secondaires produits par
deux souches commerciales de Trichoderma harzianum (T22 et T39) actives contre différents
phytopathogenes par une fermentation liquide sur milieu dextrose de pomme de terre (PDB)
pendant 31jours a 25°C. L’étude est concentrée sur l'identification de ces métabolites, leur
activité antifongique et leur implication lors des interactions antagonistes. La production a
également été contrblée par chromatographie liquide / spectrométrie de masse lors d'une
interaction in vitro avec Rhizoctonia solani. Bien que leur données aient confirmé que les
souches T22 et T39 ne produisent pas de 6 - n -pentyl- 6H -pyran- 2 -one, le plus caractérisé
et le plus important des antibiotiques de Trichoderma (Ghisalberti et al.,1990), d'autres
composés ont été détectés, dont deux nouveaux métabolites secondaires. Une nouvelle
azaphilone produite par T22 présente une inhibition in vitro marquée de Rhizoctonia solani,
Pythiumultimum et Gaeumannomyces graminis var. tritici, et un nouveau buténolide produit
par T39.

Par ailleurs, différents essais biologiques sont testés par Tarus et al., (2003), sur I’effet
antagoniste des métabolites secondaires issus de la fermentation de Trichoderma harzianum et
Trichoderma longibrachiatum dans différents milieux de culture, contre certaines bactéries
Gram positives et Gram négatives sélectionnées, des champignons comprenant Armillaria
mellea (agent responsable de la pourriture des racines du théier Camellia sinensis), une levure
et un Mucor. Les composes obtenus sont : Le phényl éthanol, le tyrosol, la 6-n-pentyl-o—
pyrone (qui a montre l'activité antifongique et antibactérienne la plus élevée) et la sorbicilline

(qui a présenté une activité antifongique modérée).

De méme, Sarhy-Bagnon et al., (2000) ont étudiés la production de 6-pentyl-a-pyrone par

comparaison entre la production en FML et en FMS avec le champignon filamenteux
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Trichoderma harzianum. Le méme milieu de biotransformation qu’en FML est utilisé pour
imbiber la matrice solide (bagasse de canne a sucre) en FMS. Le rendement de 6-pentyl-a-

pyrone est beaucoup plus important en FMS qu’en FML (17 fois plus élevé qu’en FML).

Au paravent, Dennis et Webster (1971),ont pu démontrer que certaines espéces de
Trichoderma pouvaient produire des composés volatiles et non volatiles capables d’inhiber la
croissance d’une grande variété de champignons, et que la production de ces substances
antifongiques variait en fonction de ’isolat. Lors de la méme étude, les chercheurs ont pu
démontrer que tous les isolats actifs étaient associés a une forte odeur de ‘‘noix de coco’’. La

substance responsable de cette odeur est le 6-n-penthyl-2H-pyran-2-one (6PP).

A la lumiére de tous cela, la fermentation en milieu solide semble une alternative d’intérét
pour la production de métabolites secondaires a effet antagoniste, par les champignons
filamenteux. Cette méthode de fermentation exige beaucoup d’extensions, que ce soit la
variété des substrats utilisés qui, sont souvent des coproduits naturels, ce qui aboutit a une
dépollution de I’environnement d’une part et de 1’autre part, a 1’élaboration de métabolites
d’intérét, avec le minimum de codt possible (production a moindre colt). Aussi, la panoplie
de souches fongiques qui sont les plus compatibles a ce mode de fermentation, répertoriées ou
isolées de milieux naturels. Ces dernieres peuvent étre une source précieuse de métabolites a

caractéristiques technologiques et industrielles importantes.

.
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L’objectif principal visé€ par notre travail consiste en la production de métabolites secondaires
bioactifs, par fermentation de la moisissure Trichoderma longibrachiatum sur substrat solide
constitué de son de blé, humidifié a 75% avec de 1’eau distillée ou une solution de saccharose,
et ceci dans le but de choisir I’agent humidifiant permettant d’obtenir la meilleure production
en métabolites secondaires. A la fin de chaque durée d’incubation, nous envisageons une
extraction des métabolites recherchés par I’emploi de deux solvants organiques, a savoir le
chloroforme et ’acétate d’éthyle dans le sens d’extraire et de récupérer tous les métabolites
libérés par cette souche. La détection de ces métabolites est prévue par chromatographie sur
couche mince (CCM). Malheureusement, notre travail n’a pas abouti a des résultats, et s’est
interrompu en pleines manipulations. Mais ¢a n’empéche pas de juger utile notre
investigation, qui semble une nouvelle démarche pour la production de métabolites
secondaires, car jusqu’a maintenant trés peu de travaux qui adoptent la FMS pour ce type de

production.

Des résultats de certaines études ont prouvées que le genre Trichoderma possede une
capacité de produire une large gamme de métabolites secondaires bioactifs, d’intérét
biotechnologique et économique, par le procédé de fermentation solide connue par sa

productivité élevée.

A travers les résultats des recherches actuelles, il est encourageant de poursuivre les
investigations des champignons microscopiques, a usage industriel pour la production de

métabolites, tout en valorisant les déchets agro-industriels comme substrat pour leur culture.
Au terme de cette étude, il serait peut étre intéressant de procéder en perspectives a :

» L’optimisation des conditions et la composition du milieu de production.

» La purification et I’identification des métabolites secondaires par les méthodes
chromatographiques.

> La comparaison de la production de ces métabolites par les deux procédés de
fermentation (FML et FMS).

» La valorisation d’autres déchets industriels pour la production, en remplagant les
céréales (son de blé) et tester d’autres agents humidifiants, afin de trouver un procédé
¢conomique d’intérét industriel.

> Le test de I’antagonisme de la souche Trichoderma longibrchiatum et de ces

métabolites sur la croissance des plantes in vitro et in vivo.
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Annexes

Annexe 1 : milieux de culture

1/ milieu Potato Dextrose Agar « PDA » :

Extrait de pomme de terre

GIUCOSE. ...t e 20 g

*Préparation de I’extrait de pomme de terre :

200 g de pommes de terre non pelées et vieilles, sont lavés et coupés en petits dés ensuite, mis
dans un litre d’eau distillée et portés a ébullition pendant 1 heure. Ils sont enfin écrasés,

filtrés..
*Préparation du milieu :

L’agar et le glucose sont dissous a chaud dans I’extrait. Compléter a un litre d’eau distillée et

stériliser a 110°C pendant 30 minutes (Botton et al., 1990).

2/ milieu Sabouraud dextrose agar (SDA) :

D105 3 (01 40¢g
PP M. ..o e 10g
N 15¢
BaU distill€e. ... e 1000 ml
pH 5,6.

La stérilisation par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

Annexe 2 : Agent humidifiant

® SACCRATOSE ...ttt 19
o Sulfate d’ammONIUML. ... ....o.iiiiii e e e e e 0.046¢9
e Tartrate double Na,K.........ooiiii e, 0.046¢
e Eau distillée. ... 100ml

*Préparation de 1’agent humidifiant :

Dissoudre 1 g de glucose, 0.046g de sulfate d’ammonium et 0.046 g de tartrate double Na, K
Dans un petit volume d’eau distillée, puis compléter jusqu’a 100ml avec I’eau distillée et bien

mélanger jusqu’a I’homogénéisation compléte.
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