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Introduction
Introduction

Les champignons filamenteux sont utilisés depuis plus d'un siécle comme usines cellulaires tres
productives. Ce sont des acteurs importants du monde microbien. Leur intérét repose sur leurs
activités biologiques dans la production d’une grande diversité de molécules synthétisées lors
des métabolismes primaire et secondaire. Cette production consiste en une variéte de
métabolites a intéréts biotechnologiques, et sont considéres, par conséquent, comme une source
majeure des peénicillines. Cette derniére représente la plus grande part dans le marché des
médicaments anti-infectieux (Dominguez-Santos et al., 2017 ; Guzméan Chavez et al., 2018 ;
Xia et al., 2018).

L'introduction des antibiotiques dans les traitements des maladies infectieuses est, sans doute,
I’une des plus grandes avancées médicales du vingtieéme siécle. L’utilisation de ces molécules
ouvert la voie a de nombreuses procédures médicales modernes, notamment les thérapies du
cancer, les transplantations d'organes et la chirurgie (Hutchings et al., 2019).

Depuis I’avénement des antibiotiques, une nette amélioration de la qualité et de la durée de vie
a été constatée. Cependant, leur utilisation intensive a eu pour conséquence 1’adaptation des
bactéries a ces remarquables substances (Boughachiche et al., 2011).

La pénicilline est le premier antibiotique qu’a été découvert par Alexander Fleming en 1928,
en observant accidentellement que certaines colonies de la bactérie Staphylococcus aureus
étaient détruites autour de la colonie de Penicillium notatum, ce qui a conduit & la mise en
évidence de la 1°® molécule de bet-lactamine de la pénicilline (Fleming, 1929).

Les champignons producteurs d'antibiotiques a activité bétalactamines présentent un intérét
considérable dans le domaine médical. Ces micro-organismes peuvent étre trouvés dans divers
environnements, tels que les sols, les plantes, les débris végétaux, les habitats aquatiques et les
écosystémes marins (Hibbett et al, 2007).

Penicillium chrysogenum représente 1’un de ces champignons. En raison de sa capacité a
produire la pénicilline, le premier antibiotique antibactérien connu et décrit. Ce champignon
est omniprésent dans la nature, Il se trouve, principalement, dans le sol et dans les
environnements intérieurs ou il est associé a la détérioration des aliments (Erdal et Taskin
2010 ; Devi et al. 2012 ; Aitcheikh et al. 2018 ; Xia et al. 2018 ; Parussolo et al. 2019 ;
Sikandar et al. 2020 ; Soliman et al. 2020). Cependant, il est, facilement, contrdlé par des
facteurs biotiques et abiotiques dans I’environnement et au cours des processus de fermentation
(Yang, 2007 ; Li et al., 2018).
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L’espéce P. chrysogenm a recu beaucoup d'attention de la part des scientifiques car, elle est,
facilement, manipulable génétiquement afin d’optimiser la production des substances a
I’échelle industriel (Fierro et al., 2022). En effet, plusieurs recherches ont démontré que cette
espece est une source de plusieurs antibiotiques fB-lactames et d’autres substances bioactives
ayant des effets antibactériens.
Les bétalactamines tirent leur nom de leur structure chimique caractéristique, qui comprend un
noyau béta-lactame. Les bétalactamines exercent leur action en inhibant la synthése de la paroi
cellulaire bactérienne, ce qui entraine la lyse des bactéries sensibles. Cependant, l'utilisation
géneéralisée des bétalactamines a conduit a I'émergence de résistances, compromettant ainsi,
leur efficacité thérapeutique (Bush et Jacoby, 2010).
C’est dans ce contexte que S’inscrive notre étude qui a pour principaux objectifs :
» Dans un premier temps : I’isolement et le criblage de champignons producteurs

a activité antibactérienne, I’accent est mis sur le genre Penicillium ;

> Dans un deuxieme temps : I’isolat sélectionné est utilisé pour la production de

pénicilline par fermentation en erlens avec 1’observation de I’activité antibactérienne.
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Revue bibliographique

1 Revue bibliographies

1.1 Généralités sur les antibiotiques

Les antibiotiques sont des substances chimiques utilisées pour traiter les infections bactériennes
chez les humains et les animaux. 1l s'agit d'une classe de médicaments spécifiqguement congus pour
combattre les bactéries, qui sont des micro-organismes responsables de diverses maladies et

infections.

1.2 Action des antibiotiques sur les bactéries a gram positifs et gram

negatifs

Les bactéries possedent une structure particuliére avec présence d'une paroi dont le constituant
principal est le peptidoglycane (PGN). Un antibiotique idéal ne devrait pas nuire au
fonctionnement normal de la cellule hote mais devrait provoquer une inhibition du microbe cible
en perturbant son métabolisme (Chandra et Kumar, 2017). Cette perturbation peut étre une
interférence ou une inhibition de n’importe quelle biomolécule tel que : enzymes, acides
nucléiques, polysaccharides ou métabolites (Figure 1). Cependant l'utilisation excessive et
inappropriée d'antibiotiques peut entrainer le développement de bactéries résistantes aux
antibiotiques, qui sont devenues un probléme de santé publique majeur dans le monde entier

(Ventola, 2015)

4 cibles

[7] La paroi de la bactérie est

| fragilisée par la molécule
de l'antibiotique qui en inhibe
la synthése. -

’4' La synthése des acides
| nucléiques est inhibée.

L'antibiotique dérégle

Ia réplication

ou la transcription

de I'ADN.

[2] La membrane cytoplasmique
| est ciblée par l'antibiotique.
Elle devient perméable,
provoquant la fuite des
composés cellulaires.

[3] La synthése des protéines
| est stoppée par l'antibiolique
qui s’attaque aux ribosomes.

Figure 1 : Mécanisme d’action des antibiotiques
(Https://www.information-dentaire.fr/formations/evitons-l-abus-d-antibiotiques%E2%80%89/)
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La classification des bactéries entre Gram positifs et Gram négatifs (Tableau 1) repose sur les

différences de structure et de composition de leurs parois cellulaires.

Tableau 1 : Effet des antibiotiques sur les bactéries a gram négatifs et a gram positifs (Pandey et

Cascella, 2022)

Gram positif

Gram négatif

Différence de structure

e Paroi cellulaire des micro-organismes | e
plus épais et rigides.

e PGN est situé pres de la surface de la | o
cellule.

e Le faible poids moléculaire B-lactame
antibiotiques ~ molécules  peuvent |
facilement pénétrer I’extérieur couche

de la membrane cytoplasmique

Paroi cellulaire est moins épaisse et plus
complexe.

Une membrane externe couvre la couche mince
PGN et une a I’intérieure, ¢a représente une
barriére moléculaire

Les antibiotiques doivent traverser la
membrane externe des bactéries et la
membrane cytoplasmique et entrer dans le

cytoplasme

1.3 Classification des antibiotiques

Les antibiotiques ont été classés sur la base de plusieurs critéres tels que le mode d’action,

I’organisme producteur et les voies de biosynthese (Tableau 2) (Hutchings et al., 2019). Une

grande majorité des antibiotiques sont produits par les microorganismes dont 55% sont des

actinomycetes (Embley et Stackebrandt, 1994).




Tableau 2 : Classification des antibiotiques (Kohanski et al., 2010)
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Classe Dérivation Type Cible principale L’effet sur
d’antibiotique

Naturel ou semi- | Inhibiteur de la | Protéine de traduction Quelques bactéries a
2 svnthétiaue svnthese des pendant 1’étape Grams positif et les
S y que, y d’¢longation d’ADN bactéries a Grams
3 produites par S. protéines négatif Ex S.
a pneumoniae

venezuelae

Glycolipopeptides
et

glycolipopzptides

Naturel ou semi-

synthétique

Inhibiteur de la
synthése de la
paroi

bactérienne

Les unités de
peptidoglycane

Les bactéries a Gram
positifs

Lipopeptides

Naturel ou semi-

synthétique

Inhibiteur de la
synthése de la
paroi

bactérienne

Membrane cellulaire

Les bactéries a Gram
positif et a Gram

négatif

Aminoglycosides

Naturel et semi
synthétique
produites par

Streptomyces

Inhibiteur de la
synthése de la
paroi

bactérienne

30S ribosome

Les bactéries a Gram
positif aérobies et a

Gram négatif

Tétracyclines

Naturel et semi
synthétique

produites par

S. rimosus

Inhibiteur de la
synthese des

protéines

30S ribosome

Les bactéries a Gram
positif aérobies et a

Gram négatif
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Naturel et semi

Inhibiteur de la

50S ribosome

Les bactéries a Gram

n Ati

o synthétique synthése des positif et & Gram

= produites

S protéines négatifs aérobiques et

S S. ambofaciens. L

anaérobiques

@ Naturel et semi | Inhibiteur de la 508S ribosome Les bactéries a Gram

g synthétique synthese des positif et a Gram

(@)

,g_ produites par protéines négatif aérobiques et

[<B]

& Streptomyces spp anaérobiques
Naturel et semi | Inhibiteur de la Protéines liant la Les bactéries a Gram

$ synth_ethue synthese de la penicilline positif et a Gram

e produites par

£ paroi négatif aérobiques et

s P. notatum, . L

A bactérienne anaerobiques

1.4 Métabolites a beta-lactames

La découverte d’antibiotiques pour usage clinique a commencé avec la découverte de 1’efficacité

d’un composé B-lactame et peut-étre la découverte la plus importante dans 1’histoire de la

médecine thérapeutique (Brakhage, 1998).

1.4.1 Classification

Les B-lactamines representent une grande classe des antibiotiques selon leurs structures chimiques,

les lactames peuvent étre classées en cing groupes qui comprennent les dérivés de la pénicilline,

les céphalosporines, les monobactames, les carbapénémes et les inhibiteurs de la p-lactamase

(Tableau 3). IIs sont produits naturellement par divers micro-organismes eucaryotes, tels que des

champignons filamenteux du genre Penicillium, mais également par des bactéries du genre

Streptomycétes (Tahlan and Jensen, 2013).
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Tableau 3 : Classifications des antibiotiques de la famille des béta-lactames

Groupe Molécules Description : Réference
Molecule synthétisée par le Penicillium. Elles regroupent
m N S toutes les bétalactamines possédant une structure similaire a
= hig )/:l’\/\/ la pénicilline G (1 génération)
E, © o N A Il existe trois autres générations de pénicillines :
B‘_C’ g7 ToH e  Methicillin Zé’me génération (Ball et al.,
e Ampicillin 3 génération 1978).
e  Carbenicillin et azlocillin 4°™¢ génération
é
2 ST 5 N N
3 NG T g es antibiotiques structurellement similaires aux (Bryskier,
S_—:_ z, j;[/ pénicillines possédant un noyau d’acide 7- 2000).
3 g N g aminocéphalosporanique, qui montre un large spectre
o7 oH d’action contre les bactéries Gram-positive et négatives.
S Le terme "péneme" est dérivé de la ressemblance
B | N| \) structurelle avec les pénicillines et les céphalosporines. Ce (Fernandes
g o type a un large spectre d'activité contre diverses bactéries, y etal., 2013)
g compris les espéces a Gram positifs et a Gram négatifs.
0 CH
% MG S R Ce sont les antibiotiques a noyau beta-lactame présentant (Papp-
g)_ N/ S le spectre d'action le plus étendu. C’est pourquoi ils sont Wallace et al.,
_f§ o] " ook largement utilisés contre les bactéries multi-résistantes. 2011)
8
TQ Les monobactames ne contiennent qu’un monocycle
B NH R beta-lactame. 1l est actif contre les bactéries Gram-négatives
% ‘ mais inefficace contre les bactéries Gram-positifs, les (Fernandes
= o7 N SO,H bactéries Gram-positifs et Gram-négatifs 8 métabolisme etal., 2013)
% anaérobique.
=
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Pénicillines résistantes a 19

Béta-lactamase

Les béta-lactamases bactériennes sont bien connues pour
leur capacité a dégrader et donc a conférer une résistance
aux antibiotiques bétalactamines.

Les béta-lactamases sont regroupées par classe en
fonction de leur homologie moléculaire. Les classes A, C et
D possedent un résidu de sérine sur leur site actif, tandis que

les enzymes de la classe B ont du zinc sur leur site actif.

2017)

1.4.2 Mode d’action

Les B-lactamines font partie des classes d'antibiotiques qui interferent avec des étapes spécifiques
de la biosynthese homéostatique de la paroi cellulaire. Un traitement réussi avec un inhibiteur de
la synthese de la paroi cellulaire peut entrainer des changements de forme et de taille des cellules,

I'induction de réponses de stress cellulaire et finalement la lyse cellulaire (Kohanski et al., 2010).

Les B-lactames agissent sur les parois cellulaires bactériennes en ciblant les enzymes qui sont
responsables de la synthése de la couche de peptidoglycane de la paroi cellulaire. Les enzymes
ciblées par les B-lactames sont appelées protéines de liaison a la pénicilline (PBP), qui sont
impliquées dans les dernieres étapes de la synthése du peptidoglycane. Les PBP catalysent la
formation de liaisons peptidiques entre les chaines glycémiques du peptidoglycane, ce qui est
nécessaire a la formation d'une paroi cellulaire forte et cohésive (Figure 2).

B-lactams

Gram négative Gram positive
extérieur

B-lactam :

Autolysin

Ssessusenecsensevenenses ParDi
y"“ préplasmique

T Paroi
intérieur

Figure 2 : Mécanismes d’inhibition des béta-lactamines sur la paroi bactérienne des Gram positifs et
Gram négatifs (Kohanski et al., 2010)

(Gao et al.,
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Les antibiotiques B-lactames sont structuralement similaires au dipeptide D-alanine-D-alanine
(Figure 3), qui est le composant terminal du précurseur de peptidoglycane ajouté aux chaines
glycémiques en croissance par les PBP (Lima et al., 2020). Les p-lactames contiennent un anneau
lactame a quatre membres qui imite le dipeptide D-alanine-D-alanine, et cette similarité
structurelle permet aux bétalactamines de se lier au site actif des PBP (Josephine et al., 2004;
Bush and Bradford, 2016).

1 H [
RUNG .3 RN, CH
Y h %':'3 Il h H overlay
O N 3 Cl ~ o ’
d 7N
!,;;—DH 3
0
0~ "OH
R=CH,Ph . -
D-Ala-D-Ala Penicillin G (1)
Penicillin G (1) (2) m= D-Ala-D-Ala (2)

Figure 3 : Super position de la structure de la pénicilline avec la structure de la D-Ala-D-Ala
dipeptdase (Lima et al., 2020)

Une fois les p-lactamines se lient au site actif des PBP, elles agissent en tant qu'inhibiteurs
irréversibles en se liant de maniéere covalente a un résidu de sérine conservé dans le site actif de
I'enzyme. Cette liaison covalente entraine I'inactivation des PBP, empéchant la formation de
liaisons peptidiques entre les chaines glycémiques du peptidoglycane (Sauvage et al., 2008;
Zapun et al., 2008).

Sans ces liaisons, la paroi cellulaire bactérienne devient affaiblie et plus susceptible a la pression

osmotique, conduisant finalement a la lyse cellulaire et a la mort (Hakenbeck et al., 2012).

1.4.3 Biosynthese des p-lactamines par les champignons
La production industrielle des pénicillines et céphalosporines réalisé par des champignons tel que
Penicillium chrysogenum, Penicillium notatum, Acremonium chrysogenum, Nocardia

Lactamdurans et Aspergillus nidulans (Tahlan et Jensen, 2013).

Dans la biosynthese des B-lactamines chez les Penicillium chrysogenum, quatre génes sont
identifiés. Une région promoteur bidirectionnelle de 1,16 kb est située entre les genes pcbAB,

pcbC et penDE (Figure 4) codant pour les enzymes de synthéeses et de conversion des acides
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aminés a fin d’avoir la molécule de pénicilline (Diez et al., 1990; Suarez et Pefialva, 1996; Weber

etal., 2012).
lm*lm}

Figure 4 : Génes codants en Penicillium chrysogenum

Les béta-lactames sont formés a partir des mémes trois acides aminés : I'acide L-aminoadipique
"AAA", la L-cystéine et la L-valine. Chez les champignons, I'acide aminé non protéinogene AAA
est dérivé de la voie de I'aminoadipate spécifique du champignon qui conduit a la formation de la
lysine (Figure 5). En premier étape les 3 acides aminés sont condensés pour former le tripeptide

d-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine(AVC) (A. Brakhage, 1998).

L-o-Aminoadipic acid + L-Cysteine + L-Valine

‘ J ACV synthetase
L Lysine (acvA (pcbAB))
S(L-o- Aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine (LLD-ACV)
H
N L N SH
T T
IPN synthase COH O N
(ipnA (pcbC)) B
HO,C

Figure 5 : Formation de le tripeptide 3-(L-a-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine) (AVC) (A.
Brakhage, 1998)

La deuxieme étape de la réaction consiste en la fermeture oxydative du cycle linéaire de tripeptide
pour former un cycle bicyclique, comprenant I'anneau B-lactames a quatre atomes fusionnés a
I'anneau thiazolidine a cing atomes, qui est une caractéristique commune a toutes les pénicillines

par un enzyme iso-pénicilline N synthétase (Figure 6).
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Isopenicillin N synthase

L H H L H

H,N N SH +0 H,N N S
i L S L il
COOH O . N COOH 0O 5 N

COOH
o-L-(c-aminoadipyl)-L-cysteinyl-D-valine

COOH

isopenicillin N
+
2H,0

Figure 6 :Formation d’iso-pénicilline N (Tahlan et Jensen, 2013)

L'iso-pénicilline N constitue l'intermédiaire de base de la biosynthése de la pénicilline et les

différentes pénicillines hydrophobes (Tableau 4). Grace a la pénicillinase 1’enzyme qui catalyse

la déphénylation de la pénicilline V pour former la pénicilline G.

Tableau 4 : Structures des pénicillines produites par les moisissures (Brakhage, 1998)

R Pénicilline issue naturellement
7N Pénicilline G benzylpenicillin
¢ ) CH
A J
—_ CH, Pénicilline F 2-pentenylpenicillin
\1.1 ;,. &
___.-"'-'FH\"HV,.-' FH“'\-\.\,‘_F_,.-'"-#H'\- CH ; = . - .- . .
2 Pénicilline K n-heptylpenicilline
R Pénicilline semi-synthétique Précurseurs
_.-'_':" I‘Q\
< v CHy Pénicilline G benzylpenicilline Acide Phénylacétique
L
Y '::h Pénicilline V phenoxymethylpenicilline]  Acide phénoxyacétique
¢ “+— 0—CH-
l“"-_u".r.
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Au cas des céphalosporines la pénicilline N joue un réle clé en tant que précurseur des
antibiotiques renfermant le noyau ceph-3-em, notamment les céphalosporines et les céphamycines
(7-méthoxycéphalosporines), qui sont biosynthétisées par des champignon (A. Brakhage, 1998).
La penicilline N subit différentes réactions enzymatiques maintenu par le champignon pour des

differents cycles de céphalosporines comme substrat final (Figure 7).

@TNH /s
. I| ~ H,N: NH S\

N > — M ~ Isopenicillin N
5 CooH coon O m

7
Acyl-transferase COOH

PENICILLIN G penDE " PenN epimerase

HN NH S . _(;efD

M II ~ Penicillin N

o N—I,
CooH 9" " 4“%oon
l DAQOC synthase
cefE, cefEF
H:N_ o

MNHI‘/S paoc
COOH © N\Z#

DAC hydroxylase

COOH
Acetyl-transferase L cefF, cefEF
cefG
HN o s H.N o s
Y\/\[rm;( — NH;_—K DAC
N o
COOH © 2 0CO-CH, CooH O Na 2 OH E;rcbﬁmoyl transferase
CEPHALOSPORIN C CooH / l COCH
/ H(NMNH #S Methoxy|-transferase
/ 0 Ne_ 2 cmel, ecmeJ
/ COOH ; OCO-NH, \
CHO COOH COHS
H?NMNH I s “z”\tf/\/\n,N I
;N (o} ;N Z
CooH © jg\oco.m:ptidcs COOH ﬁJ\ocowH,
CEPHABACINS COOH GEPHAMYCIN C CooH

Figure 7 : Biosynthese des pénicillines et des céphalosporines (Liras et Martin, 2006)

1.5  Procedés de production de la peénicilline

La pénicilline présente les caractéristiques d'un meétabolite secondaire typique, se formant vers la
fin ou prés de la fin de la croissance exponentielle. Sa formation dépend de la composition du
milieu et il est possible d'en produire en quantités considérables. La production de la pénicilline a
grande echelle est un processus complexe qui a subi des améliorations significatives aux
techniques de production pour augmenter le rendement et I'efficacité de la production industrielle
de la pénicilline (Ma et al., 2018; Bader et al., 2020).
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1.5.1 Fermentation

La production des B-lactames a 1’échelle industrielle par Penicillium chrysogenum est fait par une
fermentation Fed-batch alimenter (Waites et al., 2001) dans des fermenteurs a agitation d'une
capacité de 40 000 a 200 000 litres. La fermentation comprend une phase initiale de croissance
végétative de mycélium du champignon, suivie d'une phase de production d'antibiotiques. Tout au
long du processus, le niveau d'oxygene est trés important et doit étre maintenu entre 25-60 mol/L/h
une température de 25 a 30°C et un pH de 6.5 a 7.7, les conditions spécifiques dépendant de la
souche (Michael et al., 2001; Ziemons et al., 2017). Le glucose, le lactose ou les deux a la fois
sont principaux source de carbone, qui est utilisé en voisinage de 65% comme métabolite
d'entretien cellulaire, 25% pour la croissance et 10% pour la production de pénicilline (Michael et
al., 2001).

Corn steep liquor est toujours utilisé comme source d'azote, de nutriments supplémentaires et de
précurseurs de chaine latérale (Gordon et al., 1947). L’ajout de carbonate de calcium (1% p/v) et
d'un tampon phosphate pour neutraliser le milieu, optimisant ainsi son pH pour la production de
pénicilline. De I'ammoniac, des sels minéraux et des précurseurs spécifiques de chaine latérale,

tels que I'acide phénylacétique ou I'acide phénoxyaceétique (Dayalan et al., 2011).

Le développement de I'inoculum est généralement initié en ajoutant des spores lyophilisées de
Penicillium chrysogenum a un petit fermenteur a une concentration de 5x10° spores/mL qui sera
cultivé en deux phase. Une phase végétative qui double la biomasse chaque 6 heures et qui est
maintenu pendant deux jours pour assurer un rendement optimal, et la deuxiéme phase de

production qui poursuit de 6 a 8 jours (Michael et al., 2001; Elander, 2003).
1.5.2 Purification

Au moment de I’extraction les cellules sont enlevées. La pénicilline G, en tant que produit
cellulaire, se trouve dans la solution extracellulaire avec une gamme d'autres métabolites et
constituants du milieu. La premiere étape consiste a éliminer les cellules par filtration. Cette étape
est réalisée dans des conditions qui évitent la contamination du filtrat par une enzyme, qui pourrait
détruire I'antibiotique. Les micro-organismes produisant la B-lactamase pourraient réagir avec les
antibiotiques, ce qui entrainerait une perte totale ou grave du produit. Ensuite, il faut isoler la

pénicilline.
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1.6 Champignons producteurs de métabolites d’intérét

Les champignons ont un role tres utile en biotechnologie en raison de leurs caractéristiques

intrinseques de produire divers métabolites (Chroumpi et al., 2020).

Les métabolites microbiens peuvent étre utilisés en microbiologie industrielle pour obtenir des
acides aminés, pour développer des vaccins et des antibiotiques, et pour isoler les produits
chimiques nécessaires a la synthese organique. Les métabolites peuvent étre classés en deux

groupes :

> Meétabolites primaires : Les métabolites primaires sont des molécules précurseur
produites par les microorganismes pendant la phase exponentielle des cellules et qui sont
essentielles pour la croissance et le maintien des fonctions cellulaires, comme ils servent a la
production des monomeres pour la production de métabolites secondaires et d'enzymes

extracellulaires (Kumar et al., 2018).

» Meétabolites secondaires : Les métabolites secondaires sont des produites généré par les
microorganismes durant la phase de résistance aussi appelé la phase stationnaire (Maplestone
et al., 1992). 1l s’agit notamment des antibiotiques, des gibbérellines, des alcaloides, des
toxines, etc. Les métabolites secondaires ne jouent pas un role direct dans la croissance, le

développement et la reproduction normaux des micro-organismes (Vining, 1992).

Plusieurs champignons sont des producteurs remarquables des métabolites primaires et
secondaires (Tableau 5) tels que les enzymes, les acides, les vitamines, les antibiotiques, etc. Ces
productions servent notamment les industries pharmaceutiques, biotechnologiques, alimentaires,
agriculturales et manufacturiéres (Lata et al., 2019 ; Abd-ElGawad et al., 2020). Cette
machinerie métabolique explique le rendement élevé obtenu grace a ’utilisation des industrielles

des myceétes (Kumar et al., 2021).

De nombreuses espéces du genre Penicillium sont considérées comme des especes productrices

performantes de métabolites secondaires.

Un exemple remarquable est 1I’hydrolyse enzymatique de la pénicilline V par Penicillium

chrysogenum et Fusarium entrainant la formation d’acide amino-6-pénicillanique qui est un
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intermédiaire important de la production de pénicillines semi synthétiques telles que I’ampicilline

et I’amoxicilline (Durand et al., 1989).

Ces composeés sont largement utilisés dans les domaines pharmaceutiques et thérapeutiques car ils
sont dotés d’activités antimicrobiennes et anticancéreuses ; ainsi que dans les industries
alimentaires et agricoles. Ces derniéres années, le genre Penicillium a été étudié et criblé de
maniére approfondie pour développer davantage son exploitation industrielle (Grijseels et al.,
2017 ; Toghueo et al., 2020).

Tableau 5 : Métabolites produits par les Mycetes et leurs intéréts industriels

Espéce Composé produi Activité du composé Référence
Inulinase. Hydrolyse de I’inuline (production
d’éthanol).
Acide citrique. Acidifiant et conservateur

(Additif alimentaire, industries

Cosmétiques et pharmaceutique).

a-amylase. Hydrolyse des polysaccharides

(en boissons, textile et pate a

A. Niger Papier)_ Mohamed et

Catalase. Anti-oxydant (agro-alimentaire, al., 2021

Textile et production de caoutchouc).

Cellulase. Dégrade la cellulose (production
de boissons, de détergents, de textiles et

de pate a papier).

Estérase. Hydrolyse des esters (fabrication

de parfums et cosmétiques).

Lipase. Dégradation des triglycérides
(industries alimentaires, détergentes et

textiles).

A. oryzae Glutaminase. Hydrolyse de la glutamine Park et al., (2017)
(fermentation

de la sauce soja).

Acide kojique. Antibiotique, antioxydant et additif

alimentaire.
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A. melleus AMP Hydrolyse de I'AMP (production
désaminase. d’aliments et de boissons).
Saccharomyce Invertase Hydrolyse du saccharose (additif

S cerevisiae

alimentaire et chimique).

Vitamines B1,

B2, B3 et B6.

Industries pharmaceutiques,

alimentaires et cosmétiques.

Utilisée telle

quelle (biomasse).

Complément alimentaire (industries

pharmaceutiques et alimentaires).

Leo et al., (2021),

Fusarium Endoglucanase Hydrolyse de la cellulose (production De Almeida et
verticillioides. et xylanase de biocarburants). al., (2014
Pénicillines. Antibiotiques.
P. : Fierro et al., (2022
Xanthocilline Anti-cancéreux.
chrysogenum.
X.
Acide Immunosuppresseur.
mycophénolique.
P.brevicompactu .
Vinale et al., (2020
m. Brévianamides Anti-inflammatoires.
A.
P. roqueforti. Roquefortine. Mycotoxine antimicrobienne.
P. copticola. Sesquiterpenes Antifongiques.
érémophilanes. Fernandez-Bunste
P. coprobium Pyripyropéne. Anticholestérols (2021).

1.7  L’utilisation industrielle des champignons

Les moisissures et les levures représentent les catégories de champignons les plus utilisés dans le

monde de 1’industrie.

Plusieurs procédés de fabrication de denrées alimentaires incluent I’utilisation d’une ou plusieurs

especes de levures, tels que les fermentations de panification et de vinification (Liszkowska et al.,

2021). Les moisissures sont également utilisées lors de I’affinage de certains fromages et la

production des produits carnés (Ropars et al., 2020).
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Actuellement, les moisissures jouent un role primordial dans divers domaines d’applications ; elles
sont utilisées dans les industries chimiques, la biolixiviation et la biotransformation. Cependant
I’industrie n’exploite commercialement qu’un petit nombre de métabolites de quelques espéces

seulement (Boiron, 1996).

Leur intérét économique repose sur leur activité biologique dans la production d’une grande
diversité de molécules produites au cours des métabolismes primaires et secondaires, exploitées
en particulier par I’industrie pharmaceutique et en médecine (Larpent-Gourgaud et Sanglier,
1992).

Les champignons offrent une productivité élevée grace a leur grande vitesse de croissance et leur
métabolisme tres actif et rapide, et ce avec un faible codt de production. En effet, ils sont trés peu
exigeants et se cultivent parfaitement sur des milieux de routine et dans des conditions physico-
chimiques faciles a fournir. De plus, les taux de productions sont trés élevés et ce méme avec des
sources nutritives bon marché ou carrément des déchets industriels comme le lactosérum, les
matieres amylacées résiduelles, les déchets de papeteries, les rejets domestiques (Modesto et al.,
2021).

1.8 Le genre Penicillium

Penicillium réunit des champignons filamenteux imparfait qui appartenant au phylum des
Ascomycetes qui se reproduit toujours par voie asexuée (Nguyen et al., 2017). Ce genre comprend

environ 227 especes définies essentiellement d’apres les caractéres du thalle, des pénicilles et des

spores (Pitt, 1988).

Les Penicilliums sont des champignons couramment présents dans I'environnement et qui ont la
capacité d'étre polyphagies, ce qui peut causer diverses formes de déetérioration. Leur habitat
naturel inclut le sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques en décomposition, le

compost et les céréales.
1.8.1 Caracteres macroscopiques

Penicillium est un genre de champignons qui peut étre identifié par plusieurs caractéristiques
macroscopiques. Certaines des caractéristiques clés qui peuvent étre utilisées pour différencier les

especes de Penicillium comprennent leur morphologie de colonie, leur couleur et leur texture.
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La morphologie de la colonie de Penicillium peut varier d'une forme plate et poudreuse a une
forme surélevée et empilée. La texture des colonies peut étre veloutée, laineuse ou granuleuse. La
couleur des colonies peut varier du blanc a des nuances de vert, bleu ou jaune (Pitt et Hocking,
2022).

1.8.2 Morphologie microscopique

La structure microscopique est caractérisée par la présence de longs hyphes qui se ramifient, ainsi
que des phialides disposées a la pointe des conidiophores et portées par des métules qui
s'organisent en grappes (Figure 8). Ces phialides produisent un grand nombre de conidies
sphériques qui s'assemblent en chaines pour former une téte conidienne ressemblant a un pinceau
(Xiaetal., 2018).

Les pénicilles (pinceau) mono-verticillés ont un seul verticille qui se termine par des phialides. En
revanche, les pénicilles bi-verticillés sont dotés de phialides et de métules de longueurs variables,
avec des degreés de divergence différents, qui peuvent étre plus ou moins cylindriques. Quant aux
pénicilles ter-verticillés, ils possedent un niveau de ramification supplémentaire entre le

sporophore et les métules.

Certains Penicillium produisent également des pénicilles quater-verticillés (ou quadri- verticillés)
avec un niveau de ramification supplémentaire par rapport aux ter-verticillés. En général, les
pinceaux ter-verticillés et quater-verticillés sont nettement asymétriques (Asthana et Kumar,
2018).
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Figure 8 : Caractéres morphologique de Penicillium (Asthana et Kumar, 2018)

1.8.3 Caractéres culturaux

Les Penicillium sont des champignons qui se développent rapidement et facilement sur des milieux
de culture couramment utilisés comme les géloses au malt et Sabouraud ou d’autre gélose

spécifique a des températures modérées d'environ 20-30°C pendant 3 & 7 jours

Apres deux jours d'incubation, on peut observer de petites colonies plates formées de courts
filaments aériens, souvent de couleur blanche. Au bout de 3 a 4 jours, la sporulation se produit et
les colonies prennent des différentes teintures ¢ca dépend aux espéces. vert-gris pour P. citrinum, P.
cyclopium, P. italicum, vert-jaune pour P. chrysogenum, vert sombre pour P. roquefortii, P.
fellutatum, jaune pale, chamois pour P. nalgiovense, jaune vif a rouge pour P. purpurogenum,
mélange d’orange et verdatre pour P. islandicum, et blanche pour P. camembertii (Figure 9)

(Yadav et al., 2018).
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P. glandicola

Figure 9 : Aspects morphologiques des différents espéces de Penicillium sur des différents milicux de
culture (Yadav et al., 2018)

1.8.4 Importance du genre Penicillium

Le genre Penicillium est d’une importance industrielle significative. Les espéces appartenant a ce
genre  sont connu dans la production fromagere, notamment le fromage bleu, le Roquefort
(Penicillium roquefortii) et le Camembert (Penicillium camembertii). Le champignon confere a

ces fromages leur saveur et leur texture caractéristiques (Beresford et al., 2001; Fox et al., 2017).

Aussi dans la production alimentaire de divers aliments fermentés Penicillium nalgiovense pour
I’amélioration des qualités organoleptiques des saucissons , tels que la sauce soja (Hui, 2004), la
bioremédiation et sur tout la production d'antibiotiques par Penicillium chrysogenum, Penicillium
griseofulvum et Penicillium notatum,(Houbraken et al., 2011). Les espéces du Penicillium
produisent la pénicilline, le premier antibiotique découvert par Alexander Fleming. La pénicilline

est encore largement utilis€ée en médecine pour traiter les infections bactériennes (Hooper, 2000).
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2 Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’isolement des souches fongiques a partir du sol et des agrumes pourris
afin de rechercher des champignons producteurs d’antibiotiques. Pour ce faire, les propriétés
antagonistes des champignons isolés ont été analysées. Ensuite, une production d’antibiotiques sur

milieu liquide a été réalisée avec les isolats sélectionnés.
2.1 Echantillonnage

Afin de pouvoir isoler des souches de mycetes, plusieurs échantillons du sol ont été collecté en
Mars 2023 en zone forestiére a Cha’abet Erassas au sein de I'Université Fréres Mentouri-
Constantine 1 ainsi que dans la zone de Ba’araouia.

Les prélevements ont ciblé le sol humide entourant les arbres. Des échantillons du sol humide
et des morceaux du bois ont été prélevés a I’aide d’une spatule et mis dans des flacons stériles
avant d’étre transportés au laboratoire (LaMyBAM) selon la méthode décrite par (Dayalan et
al., 2011).

Dans un second volet, des échantillons provenant de la pourriture de citrons et d’oranges ont
été prélevés dans des conditions aseptiques et transportés au laboratoire.(Dayalan et al., 2011;
Suhaib et Bandh, 2011).

Figure 10 : Différentes sources d’échantillonnage
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2.2 lsolement des isolats fongiques

A partir du sol, une solution mére est préparée en mélangeant 1g du sol &8 9 mL d’eau distillée
stérile. La solution obtenue a servi a préparer des dilutions décimales par 1’ajout successif de 1mL
de la solution précédente a 9 mL d’cau physiologique stérile jusqu’a I’obtention de la dilution de
10, Un volume de 0.1 mL de de la derniére dilution a été déposée sur une boite de Pétri contenant
le milieu gélosé Potato dextrose agar (PDA) (Annexe 1) additionné d’un agent antibactérien

(Chloramphénicol), puis étalé¢ uniformément sur I’ensemble de la surface de la gélose.

D’autre part, les morceaux de bois ont été déposés a 1’aide d’une pince stérile sur le méme milieu.
Finalement et a partir du citron et d’orange pourris, des fragments sont prélevés et déposés sur des
boites de Pétri stériles contenant du PDA (Annexel), toutes les boites sont ensuite incubées a 30°C

pendant 3 a 4 jours.
2.3 Repiquage et purification des isolats fongiques

Un repiquage réalisé a partir des isolats obtenus aprés incubation par un prélévement d’un
fragment de colonie a 1’aide d’une anse stérilisée tout en évitant son contact avec les autres
colonies avoisinantes sur un milieu PDA (Annexe 1) et les incuber a 30°c de 3 a 4 jours. Une

observation réguliere est effectuée pour vérifier la pureté de la souche.
2.4  ldentification des isolats obtenus

2.4.1 Etude macroscopique

Une identification est effectuée a 1'ceil nu et se concentre principalement sur des caractéristiques
telles que :

e Lavitesse de croissance (rapide, moyenne, lente).

e L’aspect du mycélium aérien.

e Lacouleur et I’odeur des colonies.

e Lacouleur du revers de la culture.

e La texture des colonies.
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2.4.2 Etude microscopique

Les champignons isolés sont soumis & une identification morphologique réalisée par une étude
microscopique, ce type d’identification est fondé essentiellement sur I’étude morphologique de
mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation,) et des spores (forme,

couleur, texture des parois) (Harrigan et al., 1976 ; Oteng-Gyang, 1984 ; Guiraud, 1998).

Une observation aprés coloration au bleu de Lactophénol (Annexe 3) est également réalisée. I
s’agit d’une observation des colonies a 1’état frais entre lame et lamelle avec addition d’une goutte

de Lactophénol bleu.

L’observation microscopique est effectuée en microscope optique aux différents grossissements

(GX10, GX40) ainsi qu’a I’'immersion (GX100) (jean, 2013).
2.5 Etude des propriétés antagonistes des isolats

L’activité antibactérienne des souches fongiques a 1’égard des souches pathogénes est mise en

¢évidence par un test d’antagonisme direct a 1’égard des souches de Staphylococcus.

Les souches pathogénes proviennent du souchier du laboratoire de microbiologie de la faculté

science de la vie et de la nature d’université Fréres Mentouri Constantine 1.
2.5.1 Test d’antagonisme et sélection des isolats producteurs d’antibiotiques

Le test d’antagonisme est réalisé comme suit. Apres 24h d’incubation, un écouvillon stérile est
émergé dans une culture de bouillon nutritif (BN) (Annexe 1) contenant les bactéries pathogenes
réactivées. Un ensemencement en strie est ensuite réalisé sur gélose Muller Hinton (MH) (Annexe

1). Les boites sont mises a sécher pendant 5 minutes.

En paralléle, les isolats fongiques sont cultivés pendant 5 a 7 jours sur PDA (Annexe 1). Des
disques sont realisés a 1’aide d’un perforateur a partir des boites contenant les souches pures des
champignons. Puis déposer les disques sur la gélose de MH (Figure 11). Les boites pétries sont

incubées a 30°c pendant 48h.
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Suspension bactérienne  ensemencement de la bactérnie par laisser sécher Smin

Stries sur milieu Muller Hinton

Culture de moisissure prélévement d’un disque dépdt du disque sur gélose

agée de 5-7 Jours contenant la moisissure contenant la bactérie test

"4

Incubation pendant 48h a 28°C

Figure 11 : Etapes du Test d’antagonisme (technique avec modification)

2.6 Production d’antibiotique
2.6.1 Préparation de I’inoculum :

Une suspension de spores a été préparée en grattant avec une anse en platine des boites de Pétri de
souches présentant une activité antibiotique (SOL2 et OR3). Les spores ont été incorporées dans
deux tubes contenant 9 ml d'eau physiologique. Les suspensions sporales ont été transférées dans
des erlenmeyer de 250 mL contenant 100 mL du milieu Sabouraud (Annexe 1), puis incubé a 30°C
pendant 7 jours.

Pour la préparation de I’'inoculum, et apres la période d’incubation, un barreau magnétique a été
introduit dans la fiole avec 5 mL d’eau distillé stérile et agité pendant 15 minutes pour permettre
le détachement des spores. La concentration sporale a été ajustée a 2.5 10° spores/mL a 1’aide
d’une cellule de comptage de type Thomas. Cette concentration sporale a €té maintenue pour tous

les essais de fermentation.
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2.6.2 Préparation du milieu de fermentation

Afin d’étudier la production de métabolite béta-lactame par les deux souches sélectionnées (SOL2
et OR3), le milieu FMP (Annexe 2) liquide a pH 6.0 £ 0.2 a été utilisé. Le milieu a été réparti en

volumes de 100 mL dans 06 erlenmeyers de 250 ml.
2.6.3 Inoculation et incubation

Un volume de 1 mL de chaque suspension sporale (2.5 10° spores/mL) a été inoculé dans des
erlenmeyers contenants le milieu de fermentation liquide. Les erlenmeyers ont été incubés a 30°C
pendant 168 heures dans un agitateur rotatif a 130 rpm avec une humidité de la chambre de 55-
60%.

Aprés 48h de fermentation, un volume d’une suspension de Staphylococcus de concentration de

9.10* a été rajouté dans deux erlenmeyers contenant les cultures de (SOL2 et OR3).
2.6.4 Meéthode analytique « antibiogramme »

Les bactéries utilisées ont été cultivé pour le test biologique de la pénicilline. Pour ce faire, des
petits filtres circulaires en papier (3-5 mm) ont été stérilisés et placés a différentes positions sur la
surface des boites de Pétris contenant le milieu 863 (Annexe 1). A I’aide d’une micropipette de
0.2 mL, un volume de 20 pl de chaque culture (surnagent) a été prélevé et versées sur les filtres,

et ce chaque 120, 144 et 168h de fermentation pour un suivi de la production.

— — f — =i @ ¢ Fone dimbilation
d

d : Diamétre du disque

Cultere bactérienne

=— mm de gtlose

L
1

——— Diisque antibiofique

Gradient de diffusion e Mantibiatique
Figure 12 : illustration explicative du test d’antibiogramme

Un indice d’inhibition est calculé par la loi suivante :

®—d

I = x 100
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3 Reésultats et discussion

L’isolement et I’exploration des échantillons ont abouti a plusieurs isolats qui ont éte identifies
par I’observation macroscopique et microscopiques en utilisant des fixateurs et des colorants
adéquats.

En effet, I’isolement a partir du sol et des agrumes ont permis 1’obtention de 11 isolats fongiques
appartenant a 3 genres : Aspergillus, Mucor et Penicillium.

L’identification reste I’opération la plus difficile dans le domaine de la mycologie, elle a pour
but de classer les souches fongiques par genres et espéces selon les critéres d’identification
(Botton et al., 1990). Elle est basée sur les deux aspects : microscopiques et macroscopiques.
L’aspect macroscopique permet de connaitre : les caractéres culturaux, la couleur des colonies,
la présence ou I’absence de I’exsudat et d’une odeur. Alors que 1’aspect microscopique révele
les organes de fructification et la couleur des spores ainsi que I’état du filament; septé ou non

septe.

3.1 Identification macroscopique
Dans cette étude, le genre Penicillium a été dominant cependant, d’autres genres ont été obtenus

comme |’Aspergillus, notamment les Aspergillus noirs (Tableau 6). Les isolats obtenus
appartenant aux moisissures a filaments septés. Ces isolats ont comme habitat le plus courant
comme le démontraient les travaux de (Martin 2020) et les travaux de (Ramos-Pereira et al.,
2019).

L’identification spécifique de Penicillium a été réalisée dans ce travail en utilisant la gélose
PDA pour I’étude des caractéres macroscopiques et microscopiques obtenus (Tableau 6)
corroborent des résultats similaires montrés par d’autres travaux ce qui confirmait la véracité
de notre protocole (Abastabar et al., 2016, Xia et al., 2018, Kolanlarli et al., 2019).
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Tableau 6 : Observation macroscopique des isolats

Isolats| Genrg Face Revers Description

Les colonies se développent
rapidement sur le milieu de culture

PDA. Elles sont irréguliéres,

ORO

poudreuses de couleur noir foncé a

Aspergillus

maturité.

Le revers des colonies est blanc a

jaunatre et noir.

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.

Elles présentent des cordons

OR
Penicillium

mycéliens et jeunes de couleur vert

pale a maturite.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.

Elles présentent des cordons

OR1
Penicillium

mycéliens et jeunes de couleur vert

pale a maturité.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune

30



Résultats et discussion

OR2

Penicillium

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.
Elles présentent des cordons
myceliens et jeunes de couleur vert
pale & maturité.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune

OR3

Penicillium

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.
Elles présentent des cordons
mycéliens et jeunes de couleur vert
pale a maturite.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune

CIT

Penicillium

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.
Elles présentent des cordons
mycéliens vert pale a maturité.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune

CIT1

Penicillium

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.
Elles présentent des cordons
mycéliens verts pale a maturité.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune
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Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.
Elles présentent des cordons
myceliens et jeunes de couleur vert
pale & maturité.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune

Les colonies se développent
rapidement sur milieux de culture
PDA. Elles sont plates et leur
texture varie de veloutée a ouatée.
Elles présentent des cordons
mycéliens verts pale a maturite.

Le revers de la colonie est blanc

a jaunatre ou blanc-jaune
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Se développe rapidement Sur
(PDA), et les colonies arrivent a
maturité en dedans de 4 jours. Les
colonies peuvent couvrir la boite de
Pétri entierement en une semaine et
mesurer de 5-7 mm a 15 mm
d’épaisseur : les colonies sont
floconneuses ; au début, elles sont
grises et deviennent rapidement gris
olivatre. Le revers de la colonie est

incolore ou blanc.
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BOIS

Leur developpement est rapide et
extensif, Les colonies ont une
texture floconneuse et des couleurs

pouvant varier de blanc a jaune ou

Eventuellement Mucor

marron. Le revers est incolore ou

blanc

3.2 ldentification microscopique

Un frotti est réalisé sur une lame en mettant une goutte de colorant bleu de coton. (Annexe 3). Un
grattage effectué par I’anse de platine pour les différents isolats, des petits fragments de mycéliums
sont déposés sur la lame contenant le colorant. Une observation microscopique a €té réalisée par

un grossissement x40 et x100 (Tableau 7).
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Tableau 7 : Observation microscopique des isolats

Isolat

Genre

Grossissement x40

Grossissement x100

Description

OR

Penicillium

Hyphe septé, et des hyalines
portent des conidiophores ramifiés

cylindrique, cloisonnés.

Phialides disposées en pinceaux
ou pénicilles serrés, insérées par
I’intermédiaire des métules sur les

conidiophores.

OR1

Penicillium

Hyphe septé, et des hyalines portent
des conidiophores ramifiés
cylindrique, cloisonnés.

Phialides disposées en pinceaux ou
pénicilles  serrés,  insérées  par
I’intermédiaire des métules sur les

conidiophores.
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Hyphe septé, et des hyalines portent
des conidiophores ramifiés
cylindrique, cloisonnés.

Phialides disposées en pinceaux ou

g pénicilles  serrés,  insérées  par
N =
% 'S I’intermédiaire des métules sur les
c
a conidiophores.

Hyphe septé, et des hyalines
= portent des conidiophores ramifiés
>

%’ = cylindrique, cloisonnés.
S Phialides disposées en pinceaux
[a R

ou pénicilles serrés, insérées par

I’intermédiaire des métules sur les

conidiophores.
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CIT

Penicillium

Hyphe septé, et des hyalines portent
des conodiophores ramifiés
cylindrique, cloisonnés.

Phialides disposées en pinceaux ou
pénicilles  serrés, inseréees par
I’intermédiaire des métules sur les

conidiophores.

CIT1

Penicillium

Hyphe septé, et des hyalines
portent des conodiophores ramifiés
cylindrique, cloisonnés.

Phialides disposées en pinceaux
ou pénicilles serrés, inséréees par
I’intermédiaire des métules sur les

conidiophores.
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Hyphe septé, et des hyalines portent
des conodiophores ramifiés

cylindrique, cloisonnés

£ . . Phialides disposées en pinceaux ou
g g pénicilles  serrés, inseréees par
» &Ca I’intermédiaire des métules sur les
. . conidiophores
Sporocystophore ramifié terminé par
une columelle faisant saillie dans le
sporocyste globouleux
ul-
3 |3
<
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Bois

Hyphe septé, Les sporanges sont
des structures sphériques ou ovales qui
se forment a I'extrémité des hyphes.

Des sporanges qui contiennent les

sporanges-meres (spores de

Mucor

reproduction)

3.3 Etude de I’activité antagoniste

La confrontation directe entre les staphylococcus et le Penicillium isolé du SOL2 et OR3 avait
un résultat acceptable. Qui montre un halo transparent autour de 1’isolat du genre Penicillium
isolé du col, codé SOL2 (Figure 13), et un petit halo autour du Penicillium isolé de I’orange,
codé OR3 (Figure 13). Le Penicillium isolé a une activité béta-lactamine sur les bactéries a
gram positif Staphylococcus. Ce qui sont les mémes résultats obtenu dans 1’étude de (Dayalan
etal., 2011).

Figure 13 : Confrontation directe contre les isolats : (a) et (b) Staphylococcus contre Pénicillium
(Sol2), et (c) Staphylococcus contre Pénicillium (OR3)
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La lecture se fait par la mesure des diamétres de la zone d’inhibition autour de chaque disque.

Tableau 8 : Résultats de test d’antagonisme

Test Résultats Indice
d’inhibition
Penicillium SOL2 40%
contre Staphylococcus
de
Penicillium SOL2 46%
contre Staphylococcus
ok
Penicillium OR3 30% (
contre Staphylococcus

En vue des risques des bactéries résistantes aux antibiotiques qui croissent jours aprés jour.
Compaore et al., (2016) ont réalisé une étude sur 1’isolement et la caractérisation des isolats
de moisissures productrices des antibiotiques.

Durant cette étude, ils sont arrivés a identifier plusieurs isolats de moisissures ayant une activité
antibactérienne cintre un grand nombre de bactéries. Le Pénicillium été le plus active sur les
pathogenes testés. Notre étude en effet, va dans le méme sens en obtenant des isolats du genre
Penicillium a activité antibactérienne et grace a la production de substances chimiques diffusées

dans la gélose inhibant la croissance des bactéries (couronnes transparentes).
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Aussi, d’apres les recherches bibliographiques menées dans ce travail, nous avons constaté que
Penicillium produisait une large gamme de métabolites secondaires a activité antibactérienne.
Ces derniers pouvaient étre des antibiotiques ou autres. Néanmoins, ils avaient tous en commun
une forte activité sur les bactéries pathogenes pour ’homme. Ceci démontrait le role principal
que tient cette espece dans les industries thérapeutiques, médicales et pharmaceutiques.

L’activité antibactérienne des moisissures a été largement décrite in vitro dans plusieurs études.
Dans cette étude nous avons testé ’activité antibactérienne d’un total de 6/11 especes
appartenant aux genres, Penicillium vis-a-vis de la bactérie Staphylocoques, la plupart des
isolats (2/11 espéces) ont développé une activité antibactérienne. En effet une zone de lyse de

taille différente autour des disques déposés a été mise en évidence.

3.4 Production d’antibiotiques

Afin de produire les antibiotiques dans un milieu liquide, la préparation de 1’inoculum a été
réalisée a partie d’une culture de 05 jours de la souche OR3 et la souche SOL2 (Figure 14 A).
Un barreau magnétique stérile est introduit dans les fioles avec 5 mL d’eau distillée stérile pour
permettre le détachement des spores (Figure 14 B). La solution sporale a été récupérée et
ajustée a 2,5 10° spores/mL. La méme concentration a été maintenue pour tous les essais de

fermentation (Figure 14 C).

Figure 14 : Résultats de préparation d’inoculum aprés 05 jours d’incubation (A), détachement des
spores (B) et I’obtention d’une suspension sporale (C)

Un volume de 1mL a été inoculé dans le milieu de culture FMP (Annexe 2). Ensuite, les cultures
ont été incubées a 30°C pendant 168 h sur un agitateur rotatif & 130 rpm (figure 15).
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Figure 15 : Fermentation sur milieu liquide conventionnel

Le taux de production d’antibiotiques a été analysé chaque 48h en utilisant la méthode
analytique « antibiogramme ». Le diamétre de la zone de lyse a été calculé (Tableau 9) (Figure
16).

Plusieurs travaux antécédents ont confirmé que la culture industrielle de Penicillium pouvait se
faire sur des milieux de culture courants en mycologie ; cette moisissure se montrait trés peu
exigeante et tres facile a cultiver. Différents travaux menés sur la production des métabolites
primaires et secondaires par Penicillium se sont basés sur I’utilisation des milieux de routine,
le plus courant 836 (Pitt et Hocking 2009 ; Houbraken et al. 2012 ; Pitt 2014 ; Dar et al.
2015 ; Yadav et al. 2018).

Sol2 11.6 B S012126

Figure 16 : Quelque boite de pétrie montrant d’antibiogramme apres chaque 48h
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Tableau 9 : Résultats test d’antibiogramme

Date

d’extraction

Fiole

Résultats

Indice

d’inhibition

Interprétation

8.6

OR3 ST

54%

66%

61%

80%

Grande zone d’inhibition
et des indices enlevés

12.6

OR3 ST

22%

14%

20%

25%

Faible zone d’inhibition

11.6

Sol2

13%

15%

13%

14%

Faible zone d’inhibition
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12.6

Sol2

15%

13%

11%

20%

Faible zone d’inhibition

11.6

Sol2 ST

33%

14%

25%

30%

Zone d’inhibition

moyenne

12.6

Sol2 ST

2%

Tres faible zone
d’inhibition

Les résultats des tests d'antibiogramme contre Staphylococcus révélent des observations

prometteuses lors de l'utilisation d'un produit de fermentation de Penicillium.

Une petite concentration de la bactérie Staphylococcus a été ajoutée a deux fioles aprés deux

jours du lancement de la fermentation, agissant ainsi comme un potentiel précurseur. Dans ce

cas, le produit de fermentation semble présenter des propriétés antibactériennes plus

importantes contre Staphylococcus.

L'observation de ce test peut étre interprétée comme une indication que le produit de

fermentation contient des composeés bioactifs qui ciblent spécifiquement Staphylococcus. Ces

composés pourraient agir en perturbant les mécanismes de croissance, en inhibant la formation
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de biofilms ou en interférant avec d'autres processus vitaux de la bactérie. L'efficacité de ce test
d’antagonisme peut étre évaluée par diverses méthodes, telles que la mesure de la croissance
bactérienne, I'évaluation de la survie cellulaire ou [l'observation des changements
morphologiques.

Il convient de noter que ces résultats préliminaires ouvrent des perspectives intéressantes pour
de futures recherches sur l'application potentielle de ce produit de fermentation dans le
traitement des infections & Staphylococcus.
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4 Conclusion

Le travail de ce mémoire de fin d'étude a pour objectif I'isolement et le criblage des champignons
producteurs de métabolites a activité antibactérienne. Pour ce faire, des échantillonnages ont été
effectués de différentes origines, tels que le sol et les agrumes pourris (orange et citron).

Ces travaux ont permis d’isoler et d’identifier a I’échelle du genre trois isolats fongiques dont les
propriétés antimicrobiennes ont été mises en évidence. Au terme de cette partie, il opportun
signaler que le sol et les agrumes sont peuplés de champignons dont ceux, appartenant au genre
Penicillium.

Une étude d’antagonisme a été effectuée par une confrontation directe contre, principalement, une
bactérie sensible appartenant au genre pathogéne en I’occurrence Staphylococcus, puis, contre
d’autres bactéries en guise de confirmation. Il a été conclu de cette expérience que les isolats qui
développaient de 1’activité antibactérienne appartiennent au genre Penicillium. En outre, I’effet
sélectif sur des bactéries du genre Staphylococcus permet de supposer que ’activité biologique
constatée est due a la présence de métabolites a structure béta-lactamine.

La fermentation sur milieu liquide en fioles a permis de constater que les isolats préalablement
sélectionnés, gardaient leur activité antibactérienne ce qi leur procure le caractere de
microorganismes industriels. En effet, le potentiel antibiotique efficace de ces champignons a été
démontré par la méthode de I'antibiogramme en utilisant des disques en papier imprégnés par le
milieu de fermentation ce qui laisse croire que les métabolites d’effet sont sécrétés dans le milieu
de fermentation d’une part, et que leur nature répond a celle des métabolites secondaires. Une
approche innovante a été testée dans ce travail qui consistait a mettre une concentration faible de
la bactérie Staphylococcus dans le milieu de fermentation de Penicillium comme indicateur. Il a
été conclu de cette réalisation que cette bactérie a servi comme inducteur pour 1’augmentation de
rendement en ce métabolite secondaire a caractere antibiotique.

Le résultat obtenu est plus qu’important, la production de 1’activité antibactérienne a été augmenté
d’une maniere tres significative, et I’observation microscopique en fin de fermentation a montré

que cette bactérie a été éliminée, ce qui preuve |’efficacité de cette méthode.
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Résumeé :

Ce memoire de fin d'étude se concentre sur l'isolement des champignons producteurs de
métabolites a activité antibactérienne. Dans cet objectif, des échantillonnages ont été effectués
de différentes origines, tels que le sol et les agrumes pourris (orange et citron).

Les échantillons ont été traités et ensemencés sur un milieu de culture sélectif favorable a la
croissance des champignons en utilisant des techniques de laboratoire appropriés. La
purification des isolats a été réalisée en mettant I'accent sur le genre Penicillium, le premier

genre connu pour la production des métabolites secondaires a structures béta-lactamines.

Une étude d’antagonisme a été effectuée par une confrontation directe contre, principalement,
une bactérie sensible appartenant au genre pathogéne en 1’occurrence Staphylococcus, puis,
contre d’autres bactéries en guise de confirmation. L’observation des halos transparents autours
des colonies des isolats a tester a permis leur sélection. En effet, quinze isolats fongiques ont
été obtenus et deux isolats appartenant au genre Penicillium, suivant 1’observation
microscopique (observations des filaments et la téte conidienne) et macroscopique

(considération de 1’aspect et la couleur des colonies) ont été criblés.

Une fermentation sur milieu liquide en fioles a été réalisée en utilisant des milieux de culture
conventionnels, dans lesquels les isolats de Penicillium ont été cultivées afin de produire des
métabolites secondaires susceptibles de développer une activité antibiotique. Le potentiel
antibiotique efficace de ces champignons a été démontré par la méthode de I'antibiogramme.
La production de I’antibiotique a été observée depuis le quatrieme jour de fermentation avec un
optimum, obtenu en huitiéme jour, en constatant que cette production demeure en progression.
Une approche innovante a été testée dans ce travail qui consistait a mettre une concentration
faible de la bactérie Staphylococcus dans le milieu de fermentation de Penicillium comme
indicateur. Le résultat obtenu est plus qu’important, la production de I’activité antibactérienne
a été augmentée d’une maniere tres significative, et 1’observation microscopique en fin de
fermentation a montré que cette bactérie a été éliminée, ce qui prouve I’efficacité de cette

méthode.

Mots clés : champignons, isolement, Pénicillium, Staphylococcus, antagonisme, fermentation,

milieu liquide conventionnel.



Abstract

This study focuses on the isolation of reproductive fungi from antibacterial metabolites. For
this purpose, samples were taken from different sources, such as soil and rotten citrus fruits

(orange and lemon).

The samples were treated and seeded to a fungal-friendly selective culture medium using
appropriate laboratory techniques. The purification of the isolates was carried out with an
emphasis on the genus Penicillium, the first genus known for the production of secondary

metabolites with beta-lactam structures.

An antagonism study was conducted through direct confrontation with, primarily, a sensitive
bacterium belonging to the pathogenic genus Staphylococcus, and then against other bacteria
as confirmation. The observation of transparent halos around colonies of isolates to be tested
allowed their selection. In fact, fifteen fungal isolates were obtained and two isolates belonging
to the genus Penicillium, according to microscopic observation (observations of filaments and
conidian head) and macroscopic (consideration of appearance and color of colonies) were

screened.

Fermentation on a liquid medium in vials was carried out using conventional culture media, in
which the Penicillium isolates were grown to produce secondary metabolites likely to develop
antibiotic activity. The effective antibiotic potential of these fungi has been demonstrated by
the antibiogram method. Production of the antibiotic has been observed since the fourth day of
fermentation with an optimum, obtained in the eighth day, noting that this production remains
in progression. An innovative approach was tested in this work, which involved placing a low
concentration of Staphylococcus bacteria in the Penicillium fermentation medium as an

indicator.

The result obtained is more than important, the production of antibacterial activity has been
increased in a very significant way, and microscopic observation at the end of fermentation

showed that this bacterium was eliminated, which proves the effectiveness of this method.

Key words: Fungi, isolation, Penicillium, Staphylococcus, antagonism, fermentation,

conventional liquid medium.
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Annexe

Annexe 1. Composition des milieux de cultures

PDA (Potato Dextrose Agar)

Pomme de terre 200 g
Glucose 209
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
Muller-Hinton
Hydrolysat acide de caséine (peptone) 1759
Extrait de viande 2,090
Amidon 159
Calcium 20425 mg
Magnésium 10a 12,5 mg
Agar 15,049
Eau distillé 1000ml
Sabouraud
Glucose 20g
Peptones 10g
Agar 159
Vitamine et facteurs de croissance I
Eau distillé 1000ml
Bouillon nutritif
Peptones 109
Extrait de beeuf 19
Extrait de levure 29

Chlorure de sodium

59



Annexe

Eau distillée 1000ml
Milieu 863

Glucose 10g

Peptone 10g

Extrait de levure 10g

Eau distillé 1000ml



Annexe

Annexe 2. Milieux de production

Milieu de fermentation FMP

Lactose monohydrate 130g
Corn steep liquide 429
Sulfate d’ammonium 89
Carbonate de calcium 10g
Phosphate de potassium monobasique 49
Sulfate de sodium 29

Eau distillé 1000ml



Cristaux de phénol
Acide lactique
Glycérine ou de glycérol

Eau distillée

Annexe 3. Bleu coton Lactophénol

Annexe

209
20 ml
40 ml
20 ml
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Ce mémoire de fin d'étude se concentre sur I'isolement des champignons producteurs de métabolites a activité antibactérienne.
Dans cet objectif, des échantillonnages ont été effectués de différentes origines, tels que le sol et les agrumes pourris (orange et
citron). Les échantillons ont été traités et ensemenceés sur un milieu de culture sélectif favorable a la croissance des champignons
en utilisant des techniques de laboratoire appropriés. La purification des isolats a été réalisée en mettant I'accent sur le genre
Penicillium, le premier genre connu pour la production des métabolites secondaires a structures bétalactamines. Une étude
d’antagonisme a été effectuée par une confrontation directe contre, principalement, une bactérie sensible appartenant au genre
pathogéne en I’occurrence Staphylococcus, ensuite, contre d’autres bactéries en guise de confirmation. L’observation des halos
transparents autours des colonies des isolats a tester a permis leur sélection. En effet, quinze isolats fongiques ont été obtenus et
deux isolats appartenant au genre Penicillium, suivant 1’observation microscopique (observations des filaments et la téte
conidienne) et macroscopique (considération de I’aspect et la couleur des colonies) ont été criblés. Une fermentation sur milieu
liquide en fioles a été réalisée en utilisant des milieux de culture conventionnels, dans lesquels les isolats de Penicillium ont été
cultivés afin de produire des métabolites secondaires susceptibles de développer une activité antibiotique. Le potentiel
antibiotique efficace de ces champignons a été démontré par la méthode de I'antibiogramme. La production de I’antibiotique a
été observée depuis le quatrieme jour de fermentation avec un optimum, obtenu en huitiéme jour, en constatant que cette
production demeure en progression. Une approche innovante a été testée dans ce travail qui consistait a mettre une concentration
faible de la bactérie Staphylococcus dans le milieu de fermentation de Penicillium comme indicateur. Le résultat obtenu est plus
qu’important, la production de 1’activité antibactérienne a été augmentée d’une maniére trés significative, et 1’observation

microscopique en fin de fermentation a montré que cette bactérie a été éliminée, ce qui prouve I’efficacités de cette méthode.
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