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Introduction

Apparus sur notre planéte il y a plus de 3,5 milliards d’années (ROODE et LEFEVRE, 2012), les
microorganismes marins ont évolués et produisent aujourd’hui plus de 70 % de la biomasse
marine, ils regroupent toutes les archées, les bactéries et la majorité des protozoaires tels que les
micro-algues et les micromyceétes (BRISOU, 1975).

Les fungi font 1’objet des études scientifiques récentes ; il a été prouvé qu’ils sont les majeurs
acteurs des cycles biogéochimiques de la matiére organique. Les avancées considérables de la
technologie au cours de ces dernieres années rendent désormais possible, et surtout plus pratique
I’exploitation de ce réservoir infini des composés chimiques constituant une source précieuse
pour la biotechnologie innovante (BERDY, 2005 ; FENCIAL et JENSEN, 2006).

Les champignons aquatiques peuvent provoquer des pathogénies graves aux animaux et aux
végétaux (MAAMER, 2015), mais ils sont aptes a diriger des applications biotechnologiques
bénéfiques. En effet, ces microorganismes sont capables a élaborer des metabolites spécialisés
utiles pour la fabrication des médicaments a usage humain ou animal (BEZIANE, 2019). C’est
dans ce sens qu’on a effectué une série de test d’activité antimicrobienne des extraits fongiques

contre des agents pathogénes fréquents.

La pollution est devenue un sujet de préoccupation croissant avec le développement
exponentiel et intensif des activités anthropiques. De nos jours, la source de pollution du milieu
marin se varie entre celle d’origine terrestre (rejet des déchets domestiques et industriels ...)
(GIMENO et al., 2004) et celle d’origine maritime (transport maritime, 1’exploitation offshore)
(PIZON, 2005). Les principaux acteurs de ce phénomene sont les molécules des hydrocarbures
pétroliers caractérisées par leurs haut poids moléculaire ce qui les rend moins assimilables et
parfois toxiques aux organismes vivants (BOUR, 2005). Néanmoins, il existe des champignons
capables d’utiliser le pétrole comme source de carbone (ATLAS, 1981). Dans le milieu marin, il
existe 27 genres dégradant les hydrocarbures dans le milieu marin, il s’agit plutot
d’Aureobasidium, Rhodotorula, Sporobolomyces, Mortierella, Trichoderma, Penicillium et
Aspergillus (LEAHY et COLWELL, 1990). Pour vérifier cette hypothése de la biodégradation
chez les micromycétes marins, un suivi de la croissance des souches du genre Aspergillus et

Trichoderma été réaliseé dans un milieu enrichie en pétrole brut.

Les originalités qui nous ont poussés a faire ce modeste travail sont : la mise évidence de la
propriété antimicrobienne de quelques souches fongiques du genre Aspergillus et Trichoderma
contre des agents pathogénes fréquents, ainsi leur biodégradation du pétrole brut.
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Le document s’organise principalement autour de trois chapitres :

Le premier chapitre : il est consacré a 1’étude bibliographique portant sur des généralités sur les
champignons en général et les micromycétes en particulier, la pollution marine et les
hydrocarbures.

Le deuxieme chapitre : correspond a la partie expérimentale utilisée pour 1’étude des deux
parties traitées dans le PFE.

Le troisiéme chapitre : se rapporte a 1’analyse et 1’interprétation des résultats obtenus suite aux

expérimentations réalisées afin de répondre aux objectifs de notre étude.

Enfin, une synthése des résultats et la présentation des diverses perspectives pertinentes.



CHAPITRE I

SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES



L SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

I.1. Fungi

Les champignons sont des organismes eucaryotes dépourvus de chlorophylle, ce qui les qualifie
comme organismes hétérotrophes. Une source de carbone organique est donc nécessaire a leur
développement (KENDRICK, 2000).

Sur le plan structural, on distingue deux catégories des champignons :les unicellulaires
(levuriformes) et  pluricellulaires (mycéliens  filamenteux), observables a 1’eil nu

(macromycetes) ou microscopiques (micromycetes) (JENNINGS & LYSEK, 1996).
I.1.1. Classification des champignons

La classification des champignons a connu une évolution au fil du temps. Toutefois, les
champignons étaient regroupés dans un régne distinct, celui des eumycétes (KENDRICK, 2000).
Les classifications les plus récentes font apparaitre les champignons dans un regne unique des
eucaryotes, parmi le groupe des Opisthokonta, a I’instar des autres organismes vivants, les
champignons sont subdivisés en classes, en ordres, en familles, puis en genres et especes.
(BOUDIH, 2011).

Les critéres pris en considération pour la classification du monde fongique sont : la présence ou
I’absence de gameétes ou de spores mobiles et les caractéres morphologiques des organes
différenciés de la reproduction sexuée (SYLVIE, 2015), c’est-a-dire le mode de reproduction.
Soit sexué on distingue quarte phylums des mycetes ; les Ascomycetes, les Basidimyceétes, les
Chytidiomycetes et les Zygomycétes. Dans le cas ou la reproduction est asexuée, la division est

appelée Deutéromyceétes, qui veut dire champignon imparfait. (BLACKWELL et al., 1998).

- Protozoaire

Eucaryotes - Chromistes
- Plantes - Chytidiomyceétes
\ Y
- Animaux - Zygomycetes
. 2 - Basidiomycetes
Mode vivant - Mycetes  m—— A }’t
Procaryotes - scomyce e§
I - Deuteromycetes
—> - Eubactéries
- Archéobactéries

Figure I. 1 : Classification des fungi d’aprés BLACKWELL et al., (1998)




l. SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1.1.1 Ascomycetes

Les Ascomycétes constituent un large ordre d’eumycétes, il regroupe plus de 45000 espéces
découvertes (HAWKSWORTH ,1991), caractérisés par des spores formées a ’intérieur des

asques. L’asque est un sporocyste apparu durant la reproduction sexuée.

Les espéces de cet ordre produisent des spores sexuées (ascospores) rassemblées dans un asque,

il peut étre plus ou moins claviforme, globuleux ou cylindrique. (BOTTON et al., 1990).

Certains Ascomycetes ont un intérét pharmaceutique, de nombreuses especes sont utilisées pour
la fabrication d’antibiotiques (Penicillium) ou de médicaments utilisés dans le traitement des

accidents vasculaires cérébraux (Claviceps purpurea = Ergot de Seigle).
1.1.1.2. Basidiomyceétes

A T’heure actuelle, il existe 22000 especes qui appartiennent a ce phylum (TAYLOR et al.,
2004). lls possedent une caractéristique commune : I’émission de spores sexuées qu’on appelle

basidiospores externes au niveau du 1’apex.
1.1.1.3 Chytidiomycétes

IIs contiennent un thalle primitif [https://fsnv.univ-setif.dz/ /IMICRO/Mycologie] et représentent
les plus anciennes formes fongiques aquatiques (JAMES et al., 2000 ; JAMES et al., 2006),
I’information génétique est transmise d’une génération a une autre via des spores avec un seul

flagelle ; zoospores (JENNINGS et LYSEK, 1996).
1.1.1.4 Zygomycetes

C’est le phylum qui regroupe le minimum nombre possible d’espéce a I’ordre de 600 espéces
(HAWKSWORTH, 1991 ; HAWKSWORTH et ROSSMAN ,1997 ; HAWKSWORTH ,2001).
IIs manifestent les deux modes de reproduction ; la reproduction asexuée genéralement par
sporocystospores (BARNETT et BARRY, 1972 ; BOTTON et al., 1990 ; BOUCHET et al.,
1999) et la sexuée par la fusion des gamétocystes dont la fécondation aboutit & la formation
d’une zygospore (CHABASSE, 2008).



l. SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1.1.5 Deutéromycetes

Dans la classification, on peut décrire ce phylum comme un groupe artificiel qui regroupe un
ensemble des espéces filamenteuses et levures dont la reproduction et quasiment asexuée par

voie végeétative au moyen des conidies. (BOTTON et al., 1990).
1.1.2 Champignons filamenteux

Les champignons filamenteux sont des microorganismes formés par des filaments (hyphes)
libres ou entrelacés en formant un mycélium. Cette unité structurale peut étre cloisonnée par des
septa ou elle peut étre coenocytique ou on trouve I’hyphe sous forme de cellule longue
polynucléée qui est le résultat d’une succession de divisions nucléaires et non pas une division

concomitante. (VILLARD, 1999).
1.1.2.1 Caractéristiques structurales

L’ensemble des hyphes cités ci-dessus forme ce qu’on appelle un thalle (thallophytes), celui-la
représente D’appareil végétatif. Le thalle est constitué par un mycélium formé de filaments
cylindriques tubulaires a croissance apicale dont le diamétre compris entre 1 a 2 um (SEMAL et
al., 1993).

La paroi cellulaire est riche en mannes de chitine, des glucanes (3-1-3, glucane) .La membrane
cellulaire des champignons est constituée de stérols (I’ergostérol en particulier), le cytoplasme
dépourvu de chlorophylle. Les polysaccharides de la paroi sont différents selon les groupes
fongiques. (NASRAOUI, 2016).

31,6
glucans

Cell

81,3 Iucan' “,. » ~chiti
membrane ‘ g chitin

synthase /

? ['—‘\\?} %ergosterol

Figure 1. 2 : Schéma représentant la structure de la paroi fongique (NASRAQUI, 2016).




L SYNTHESES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1.2.2 Mode de reproduction

Les champignons se reproduisent selon deux modalités :

1)

2)

Une reproduction asexuée : ¢’est le mode le plus courant chez les champignons, elle est
assurée par les spores, produites soit au niveau des cellules d’hyphes appelées cellules
conidiogénes soit dans des sporanges. (RAVEN et al., 2000).

Une reproduction sexuée : nécessite la présence de deux mycéliums de signes sexuels
opposés. un mycélium haploide va rencontrer un autre mycélium a polarité

complémentaire pour induire une fusion cytoplasmique et en conséquent une apparition

d’un mycélium diploide. les cycles de vie d’un champignon varient selon le type des
spores (BOUDIH, 2001).

N
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T ms

Figure 1.3 : Schématisation des modes de reproduction des moisissures (Meyer et al ., 2004).

1.1.2.3 Information génétique chez les champignons filamenteux

b)

L’information génétique des champignons filamenteux est conservée sous forme d’ADN
au niveau du noyau. Des enquétes ont montré que les eucaryotes possedent des plasmides
dont la plupart sont des plasmides mitochondriaux. Les différentes souches fongiques
peuvent contenir plus d'un type de plasmide et que différents types semblent étre
distribués indépendamment.

Les plasmides circulaires ont un cadre de lecture ouvert codant pour une ADN
polymérase ou une transcriptase inverse.

Les plasmides linéaires codant pour des polymérases d’ADN et d'/ARN présomptives

avec des motifs d'acides aminés présentant une homologie avec les polymérases virales.
7
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Les plasmides atteignent souvent un nombre de copies élevées, supérieur a celui de I'ADN
mitochondrial. Les plasmides linéaires ont une protéine attachée a leur extrémité 5', et celle-ci est

supposée agir comme une amorce de réplication. (GRIFFITHS, 1995).
1.1.2.4 Conditions de croissance

La croissance est un phénoméne physiologique qui se traduit par une augmentation dans le
nombre des cellules d’un organisme vivant, a vrai dire sa biomasse. La survie et la croissance
des champignons filamenteux dépendent d’un certain nombre de parametres intrinséques et

extrinséques du milieu.
1.1.2.4. 1 Facteurs intrinséques (physicochimiques)
a) Humidité

Par rapport a d’autres microorganismes, les champignons filamenteux sont moins exigeants vis-
a-vis I’eau (DAVET, 1996). Cependant, I’humidité ne joue pas un réle axial dans la croissance
mycélienne autant que dans le processus de la germination (BOURGOIS, 1989). La figure (Cf.

Figure 1.4) représente la classification des champignons selon leur sensibilité a la dessiccation.

Potentiel Hydrique
-20 -10 -4 0 (Méga-pascal)
Les Aspergillus Moisissures Moisissures
et les Pénicillium amycélium  @mycélium non
cloisonné cloisonné

Figure 1.4 : Ordre de sensibilité des champignons filamenteux en fonction de leur
sensibilité a la dessiccation d’aprés (DAVET, 1996).

b) Température

Les mycétes sont généralement plus adaptés a la sécheresse que des bactéries ou la faune du sol.
Ce facteur influence la croissance mycélienne, la germination des spores ainsi que sporulation
(BOURGEOIS ,1989), les champignons filamenteux sont classés selon la tolérance a la variation

thermique. On distingue quatre catégories comme suit (ROQUEBERT, 1997) :
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e Thermophiles

Les mycetes thermophiles ont une température optimale de sa croissance est comprise entre 35°C

et plus de 40°C. Il a été¢ démontré que chez les mycéetes thermophiles, I’ADN contient plus de
liaisons G-C que de liaisons A-T (GALTIER et al., 1999).

Sur le plan physiologique, la haute température chez la cellule fongique augmente la proportion
des acides gras saturés ce qui provoque une augmentation de la fluidité de la membrane
(SINENSKY, 1974 ; JAENICKE, 1996). Par contre, dans des basses températures, la membrane
cellulaire contient une proportion plus élevée d’acides gras insaturés (SINENSKY, 1974). En
effet, il a été trouvé que, le degré de non saturation des acides gras de la couche
phospholipidique de la membrane est de 0.88 chez les mycetes développés a 50°C, et de 1.06
chez les mémes mycetes développés a 30°C (RAJASEKARAM and MAHESHWARI, 1990).

e Thermo-tolérants

Un champignon est consideré thermo-tolérant quand il pousse a haute température qui dépasse

50 °c avec une croissance optimale comprise entre [15-40 °C] (BOTTON et al., 1990).
e Meésophiles

La majorité des moisissures sont des mésophiles, ils prolifeérent d’une maniére optimale dans une

température comprise entre [15-30 °C] (BOTTON et al., 1990).
e Psychrophiles

Autrement dit les especes psychrotolérants, ils sont caractérisés par une capacité de croitre dans
des températures trés basses allant jusqu’a -5 °C. Il est a noter qu’il existe des espéces résistantes
au froid (-60 °C) comme celles qui vivent dans les entrepdts frigorifiqgues (BOTTON et al.,
1990 ; DAVET, 1996). Néanmoins, la température moyenne de croissance optimale est comprise
entre [0-17 °c] (ROQUEBERT, 1997).
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Tableau I. 1. Catégories des fungi selon leur intervalle de température optimale et gamme de
température d’aprés (ROQUEBERT, 1997)

Type des champignons Gamme de température Température optimale
tolérée (°C) (°C)
Les thermophiles 20-50 35-40
Les thermo-tolérants 0-50 15-40
Les mésophiles 0-50 25-35
Les psychrophiles -5-17 0-17
c) pH

Un grand nombre des especes mycologiques se développe dans les milieux neutres (le pH de 4,5
— 8.0) BOTTON et al., 1990). Par contre on rencontre des mycétes qui ont tendance a croitre

dans des milieux légérement acides ; Fusarium culmorum (URBANEK et al., 1984).

Par exception, il y a des especes dites acidophiles qui se développent de fagcon optimale a un pH
de 2 (MOROZKINA, 2010). Les acidophiles oxydent le soufre élémentaire (dans les zones
volcaniques) ou les minéraux sulfurés (en drainage) pour obtenir de I'énergie, générant ainsi des
milieux acides extrémes (ROHWENDER, 2007).

Le pH est un facteur a deux voies d’influence sur la croissance de ces microorganismes, soit
indirecte ou directe. (BOIRON, 1996).

En vue qu’ils sont des hétérotrophes: ils peuvent se développer seulement si le milieu leur
apporte les éléments nutritifs nécessaires, donc le pH joue sur la disponibilité des éléments
nutritifs dans le milieu. La paroi rigide de la cellule fongique empéche la cellule fongique de
phagocyter les substances nutritives complexes du milieu; la moisissure est obligée de les
transformer préalablement en molécules simples absorbables. Ceci est rendu possible grace a des
dépolymérases qui sont excrétées dans I’environnement. Sous leurs actions les polymeéres
complexes sont transformés en molécules simples. Dans le cas ou le milieu est acide 1’activité de
ces enzymes va étre inhibée ou arrétée et donc une carence d’éléments nutritifs absorbables ;
c’est voie indirecte de I’influence du pH (TABUC, 2007). L’action du pH peut également cibler
directement la membrane cellulaire du champignon. (BOIRON, 1996).

10
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d) Oxygene

Les champignons sont des étres vivants microscopiques aérobies, leur prolifération sur un
substrat donné nécessite la présence de 1’oxygeéne atmosphérique. En revanche, les espéces
moins exigeantes vivent dans les profondeurs océaniques ; Fuarium oxysporum , on rencontre
également des anaérobies strictes comme Neocallimastix (BOURGEOIS ,1989 ., BOTTON et
al .,1990).

e) Lumiére

Les radiations du spectre visible (380 et 720) n’ont en général pas d’action sur la croissance
vegétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation. La plupart des champignons
filamenteux n’exigent pas de la lumiére pour leur développement, ni pour la germination de leur

spores (BOTTON et al ., 1990).
f) Salinité

Les microorganismes dont les fungi appartiennent sont classés selon la concentration de sel de
Na CI qu’ils contiennent, c’est la capacité d’équilibrer la pression osmotique imposée par les

sels qui crée la résistance a la dénaturation résultante de ce phénoméne (BOULAKHRAS, 2020).

Tableau I. 2. Catégories des champignons selon leur gamme de concentration en sel Na Cl dans le
milieu environnant (BOULAKHRAS, 2020).

Les catégories des champignons Gamme de concentration en Na CI (mol/l)
Les halotolérants Absent (00)

Les halophiles Moins de 0,2

Les halophiles extrémes 34-51

Les halophiles modéreés 0,85-34

Les halophiles 0,2-0,85

1.1.2.4.2 Facteurs extrinseques

Les fungi sont considérés comme des microorganismes les moins exigeants du point de vu
nutritionnel, mais leur survie dépend de la réunion de certains nutriments (I’amidon, les
protéines, la cellulose sans oublier les ions minéraux ; potassium phosphore ...) et des facteurs
environnementaux abiotiques décisifs (le pH, ’humidité, la température, 1’oxygénation). La

variation des valeurs de ces derniers aura une influence la croissance des moisissures. Ces
11
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éléments sont généralement trés abondants mais leur absorption reste toujours conditionnee par
les facteurs (NADJIH, 2008).

1.1.3 Mycologie marine

La variété fongique fait partie de I’environnement marin, ou les espéces jouent un role trés
important dans la dégradation des composés organiques (ERIKSSON, 1997). L’histoire de la

mycologie marine a commencée par trois grands faits :

e La description par Desmaziéres en 1849 de la premiére espece isolée du milieu marin
(Phaesophira typharum).

e La découverte du premier champignon marin (Halottia possidoniae) par des botanistes
frangais en 1869.

e L’isolement des levures du milieu marin par Fisher puis Brebeck en 1894.

(MATALLAH-BOUTIBA, 2009).
1.1.3.1 Champignons marins

Les champignons marins sont des microorganismes eucaryotes et pluricellulaires, classés entre
les vegétaux et les animaux. lls sont strictement hétérotrophes et se reproduisent selon deux

modalités de reproduction : sexuée et asexuée. (MADELIN, 1994).

Qualifier un fungi marin n’est valable que si sa germination et sa poussé dans les conditions
marines naturelle sont démontrées. Tant que 1’un de ces critéres n’est pas confirmé, la souche
ne peut ne pas étre considérée comme une souche marine. La définition est celle de
KOHLMEYER et KOHLMEYER, (1979) qui dit que « les champignons marins obligatoires
sont ceux qui se développent et sporulent exclusivement dans les environnement marins et les
estuaires ». D’aprés KHUDYAKOVA et al., (2000), 98% des espéces fongiques découvertes
dans le milieu marins sont marines facultatives, représentées par les genres Penicillium,

Aspergillus, Tricoderma, Chrysosporium et Chaetonium.
1.1.3.2 Répartition géographique et biotope

La microforge est présente pratiqguement dans toutes les mers et océans ainsi que sur le littoral
(plages sablonneuses, mangroves). Les profondeurs abyssales a plus de -5000 m sont également
des habitats pour ces microorganismes, par contre les grandes profondeurs ne sont encore bien
explorées (LIBERRA et LINDEQUIST, 1995 ; VISHWAKIRAN et al., 2001).

12
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La répartition des micromycetes marins dépend de plusieurs facteurs dont on cite : la salinité, la
température, la teneur, la pression hydrostatique, I’oxymétrie, la disponibilité des éléments
nutritifs (KOHLMEYER, 1977 ; BRISOU, 1975 ; HYDE et al., 1998).

1.1.3.3 Mode de vie

Bien que les champignons soient tous hétérotrophes sont aptes a vivre et croitre dans les
différents environnements grace a leur pouvoir métabolique a large spectre, ils sont repartis en

trois grandes catégories :

1) Parasites : ils sont appelés également les mycoses se nourrissent a partir de matiére
organique vivante aux dépens de 1’héte (RAVEN et MASON, 2014), ils sont
généralement nuisibles provocant des infections aigues chez les invertébrés marins. les
fungi mitosporiques sont des mycopathogénes les plus fréquents. (POLGLASE et al.,
1986).

2) Symbiotes : la symbiose est une relation écologique ou association entre deux espéces
qui sont en contact direct I’une avec 1’autre mais pouvant vivre séparément. Pour cette
raison les champignons forment ce qu’on appelle une mycophycobiose (un mutualisme
entre un champignon Chadefaudia corallinarum et une macroalgue Dermatoliton . sp
(KOHLMEYER, 1977 ; STANLEY, 1996 ; HYDE et al., 1998).

3) Saprophyte : les espéces qui appartiennent a cette catégorie sont de principaux acteurs
dans les cycles biologiques (minéralisation de la matiere organique ou végétale.
(MAROUF et REYNAUD, 2007) et méme la dégradation des cadavres des animaux
marins (RAVEN et MASON, 2014).

1.1.4. la pollution marine

D’aprés le GESAMP , la pollution marine est définie comme « I’introduction directe ou indirecte
par ’homme de substances ou d’énergie dans le milieu marin (y compris les estuaires) pouvant
entrainer des effets nuisibles tels que dommages aux ressources biologiques, risques pour la
santé de I’homme, entrave aux activités maritimes, y compris la péche, diminution de la qualité
de I’eau de mer du point de vue de son utilisation et dégradation de valeurs d’agréments »

(BINEY et al., 1994).

Elle est devenue un sujet de préoccupation croissant, a cause du développement rapide et intensif
des industries, I’utilisation sur une échelle de plus en plus vaste de produits chimiques et

I’augmentation des concentrations urbaines, pour prendre des proportions considérables (SINGH

et al., 2005).
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Les mécanismes de transport ainsi que les voies qui permettent aux polluants de parvenir en mer
sont variés ; directement par déballastage, émissaires, forage offshore ou indirectement par

ruissellement, par des apports fluviaux et par 1’atmosphére (SINGH et al., 2005).
Les polluants peuvent avoir une origine terrestre comme maritime ;

e La pollution d’origine terrestre : plus de 80 % de la pollution marine est causée par les
activités anthropiques (Gomez-Gutierrez et al., 2006) tel que les rejets domestiques, les
rejets industriels et les rejets agricoles.

e La pollution d’origine maritime : D’apres la commission de I’environnement de 1’union
européenne, 12 % de la pollution marine est liée au transport maritime, 10 % a des
décharges en mer et 1 % a ’exploration et 1’exploitation offshore (Pizon, 2005). Le
Transport maritime, Exploitation des fonds marins et le dragage (Kloff et Wicks, 2004 ;
REPLIN et PELEGRIN, 2003 ; SCHAANNING et al., 2006).

1.1.5 Pétrole

Le pétrole est un liquide composé principalement de molécules d’hydrocarbures contenant des
atomes de carbones et d’hydrogeénes (SHAO, 2010). La matiére organique (cadavres des
animaux et végétaux) dans des conditions bien déterminées, elle s’est décomposée au fil du

temps en composés appelés « hydrocarbures ». (TROTIGNON, 2009 ; BERG et al., 2008).
1.1.5.1 Hydrocarbures

Le rejet des hydrocarbures d’origine pétroliere dans I’environnement constitue 1’un des
problemes de pollution les plus inquiétants du fait de leur toxicit¢é sur 1’homme et

I’environnement. (OULD BOUDIA et HAMMADI, 2011).
1.1.5.1.1 .1 Définition des hydrocarbures

Les hydrocarbures sont considérés comme étant des polluants a la fois organiques et chimiques
sont trés répandus dans I’environnement, ils sont des composés organiques contenant
exclusivement des atomes de carbones (C) et d’hydrogénes (H). Le terme « hydrocarbure
pétrolier » est un terme générique qui désigne les mélanges de composés organiques préesents
dans des matieres géologiques comme 1’huile, le bitume et le charbon ou les dérivés de ces

matieres (MORTET, 2019).
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1.1.5.1.2 Classification des hydrocarbures
D’aprés (SOLTANI, 2004), on distingue quatre familles de composés principalement :

> Les hydrocarbures saturés : ils sont les plus abondants et ne comportent que des
liaisons carbone-carbone simples dont les alcanes linéaires ramifiés et les cycloaclanes
appartiennent.

» Les hydrocarbures aromatiques: ils ne représentent que moins de 30%
d’hydrocarbures totaux x d’un brut pétrolier, c’est la famille que les fameux HAP

(hydrocarbures polycycliques) fassent partie.

» Les hydrocarbures polaires : ¢a correspond a des molécules hétérocycliques ; peuvent

étres des composés oxygénés (phénol), azotés (pyridine) ou soufrés (sulfures).

» Les Asphalténes : ils sont des molécules a haut poids moléculaire, insolubles dans

I’hexane. du fait de leur structure complexe elle est mal connue.

Il est & noter que les hydrocarbures aliphatiques sont moins toxiques que les HAP (OMI / PNUE,
2002).

1.1.5.1.3 Effet des hydrocarbures sur le milieu marin

La pollution est devenue un probléme d’actualité, les différentes familles des HAP se comportent
différemment dans I’environnement marin. Pratiquement, plus le nombre d’atome de carbone est
important, 1’adsorption sera élevée, la biodégradabilité, la solubilité et la volatilité seront
diminuées (SAADA et al., 2005).

Introduits dans 1’environnement aquatique, les HAP ont tendance a s’adsorber sur les particules
dont leur taille est inférieure a 3um (SLASKI et al., 2000) et a s’accumuler dans les sédiments
ou la granulométrie est un agent déterminant leur distribution. Les HAP a haut poids moléculaire
s’associent aux particules fines en comparaison a ceux plus hydrosolubles (RAOUX

et GARRIGUES, 1993).
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1.1.5.1.4 Toxicité des hydrocarbures polycycliques

La toxicité des HAP est liée au caractére aromatique et a la volatilité des molécules .Cependant,
es films huileux étalés a la surface de la mer empéchent les échanges hydro-aériens nécessaires a
de nombreux cycles biologiques marins. Ils diminuent le renouvellement de 1’oxygéne et forment
un obstacle aux rayons de soleil limitant ainsi la photosynthése. Il en résulte non seulement la
mort des poissons et des oiseaux marins mais la destruction de la flore marine également (OMI /
PNUE, 2002).

Les HAP présentes de nombreuses menaces chez les organismes marins vivants dans la zone

polluée (LIU et al., 2005), ils ont un pouvoir cancérigéne et mutagéne tres éleve.

Une fois les HAP sont absorbés par I’organisme vivant, ils se prétent a une succession de
réactions de transformation par des complexes enzymatiques conduisant a la formation de
dérivés epoxydes ou hydroxylés (Cf. figure 1.5) ; Les dérives époxydes peuvent fortement avoir
un effet toxique en se liant a des molécules biologiques fondamentales telles que les protéines,
I’ARN, ’ADN et peuvent provoquer des dysfonctionnements cellulaires. Ils peuvent aussi
entrainer des effets immunologiques, hépatiques et de reproduction (BOUR, 2005 ; MASAKI et
al., 2006 ; QIAOQ et al., 2006).

D’autre part, les dérivés hydroxylés miment la structure des hormones stéroidiennes et donc sont
en mesure d’interférer les récepteurs cellulaires de ces dernieres, En génant les voies
endocriniennes, ils peuvent étre mis en cause dans des phénomeénes de reprotoxicité et rentrent
dans la grande classe de perturbateurs endocriniens (MONTANDON et PICOT, 2005).

OOO —'w ‘

Benzo[alpyrene

Bc— 1zofa) p/rene 7,8-0xide
7- I-,r* owLen.a[aJoymne

Glucuronide
—> Sulphate ester
m
0"" HO Gluthathione conjugate

trans-7 8-dihy drov/ -7 8-dihydro- trans-7 8-dihydroxy-7,8-dihydro-
benzo[a]pyrene-9,10-oxide benzofalpyrene
Binds to DNA

Figure I. 5 : Schéma de I’activation métabolique du Benzo[a]pyréne selon (LARC, 1983)
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1.1.5.2 Microorganismes capables a biodégrader les hydrocarbures

Quand une matiére organique (en phase liquide, solide, gazeuse) et dans n’importe quel milieu
(sol, eau) subit une dégradation moléculaire par un microorganisme (bactérie, champignon ou
virus), on parle alors d’une biodégradation. (LECOMTE, 1995).

En effet, plusieurs auteurs ont rapporté I’action des microorganismes sur les hydrocarbures
reconnaissant leur capacité a les utiliser comme unique source de carbone et d’énergie. Parmi ces
microorganismes on retrouve les levures, champignons, algues microscopiques, mais surtout des
bactéries appartenant a différents genres (ATLAS, 1981). Pour les champignons il s’agit plutot
d’Aureobasidium, Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces (dans le milieu marin), Mortierella,
Trichoderma (dans le sol), Penicillium et Aspergillus (milieu marin et terrestre) (LEAHY et
COLWELL, 1990). Ces microorganismes utilisent dans les conditions d’aérobiose 1’oxygeéne
comme une source d’énergie, 1’oxygene est remplacé par les sulfates, les nitrates ou méthane

pour  pouvoir pousser dans les  conditions  d’anaérobies  (JOSE,  1999).
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I1. Matériel et méthodes

1. Meéthodologie utilisée

Il. 1. Origine des souches sélectionnées dans I’étude

Depuis 2018 jusqu’a 2020, Mme BOURABAINE Fouzia a travaillé sur I’isolement et la
collection des souches fongiques au niveau du port d’Alger a partir de différentes matrices : a
savoir, le sédiment profond, I’ecau de mer et des organismes marins. Les especes fongiques
obtenues aprés des séries de purification ont été conservés dans la mycothéque de ’ENSSMAL
au LBCM1.

Cette démarche entre dans le cadre de sa thése de doctorat et afin de mettre en évidence
I’aptitude de champignons marins d’étre une source importante de rendement bénéfique dans le

domaine biotechnologique.

Tableau I1. 1 : Souches fongiques sélectionnées pour le travail de ce mémoire.

Code des Référence des souches Date de Matrice
souches préléevement
15 015/23.09.2020 03 mars 2020 Moule
OPS.1 OP.010055.12.03/09.2 03 mars 2020 Oursin
26 MP.B./011.07.03 A1 PDA Moule
02 010 .C2 PDA 03 Mars 2020 Seédiment
aspn 23-05 CYA 37°C 009 F2 MEA Février 2019
25 009-G1/ ASP TAM MEA/ Avril 2018 Eau de mer
20 S26-1.03.03 PDA 03 mars 2020 Vase noir
015-1j 015-1J/028.03- 03 mars 2020 Sédiment
03/8Nov2020MEA
009F1 009-F1/0036G6 MEA Avril 2018 Vase noir putride
19/05 ZC/H4-19/05 PDA Avril 2018 Vase noir
010/004 F3-010/004-F2/F9 Avril 2018 Sediment
S35 S35.36 CZ 012.01.03 PDA 03 mars 2020 Vase noir
004F1 T/004F1/25.02.2020 Avril 2018 Eau de mer
009F4 009/F4/MUC Février 2018 Eau de mer
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I. 2. Production de la biomasse fongique
Il. 2 .1. Mise en culture des souches sur le milieu solide
Il. 2 .1. 1. Préparation du milieu solide

Le milieu de culture a été préparé en faisant dissoudre 45 grammes de la poudre du PDA prét a
I’emploi dans 1000 ml de I’eau de mer stérile par double autoclavage, le mélange a été agité en
continu sur une plaque chauffante jusqu’ a I’ébullition. Faire passer la solution a ’autoclave pour

121 °C pendant 15 min, puis laissé refroidir a 45 °C dans un bain mari.

Avant de couler les boites de pétri ( diamétre 09 cm) , Il est nécessaire d’ajouter quelques
millilitre de la Tween 80 pour permettre une neutralisation et une meilleure homogénéisation de
la préparation , ainsi 1’ajout d’une dizaine de millilitres d’une suspension antibactérienne faite
par une dissolution d’un comprimé Clamoxyl 1g dans 10 ml de I’eau distillée stérile inhibe toute
croissance bactérienne ( SAMSON et al., 2010).

I1. 2. 1. 2. Sélection des souches

Apres avoir préparé le milieu de culture, les souches fongiques sélectionnées (Cf. Tableau 1) ont
été ensemencées dans des conditions aseptiques pres du bec benzéne dans un rayon de 20cm. A
partir d’un stock de culture conservé isol¢ a partir de 1’eau de mer, on a réalisé un repiquage pour

avoir des souches jeunes. (BOTTON et al., 1990).

Les champignons ont été incubés dans 1’étuve a 32 °C +1 pendant 10 jours. Un suivi visuel a été

fait chaque 36-48 h pour éliminer toutes traces de contamination.
I1. 2.2. Mise en culture sur milieu liquide
I1. 2.2 .1. Préparation des milieux de fermentation

Suite a la peser des proportions de chaque composant nécessaire a la préparation des deux
bouillons de fermentation CYAL et GPY. Les mélanges obtenus ont été mélangés dans 1’eau de

mer stérile pour s’approcher aux conditions marines, puis autoclavées a 120°C pendant 20 min.

(Cf. Tableau 11.2 page 23).
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Tableau I1. 2 : Composition des milieux de fermentation utilisés (ZHAO et al., 2018).

La composition

CYAL GPY
Glucose (g) - 20
Saccharose (g) 30 -
Extrait de levure (g) 5 7
KoHPO, (9) 1 1
MgSO4(g) - 0,5
NacCl (g) - 5
CaCOs3(9) - 2
Tryptone (g) - 3
Cz concentré (ml) 10 -
Eau de mer (ml) 990 1000

I1. 2.2 .2. Fermentation

Les bouillons CYAL et GPY fournissent les éléments essentiels a la croissance des champignons

en conséquente la production optimale des composés bioactifs (métabolites).

De ce fait, cing disques de 6 mm de diamétre du tapis mycelien ont été inoculés dans chaque

flacon de bouillon stérile. Chaque souche a été cultivée dans les deux milieux.

Ensuite, les cultures ont été mises dans une étuve a 25° C + pendant 21 jours (Cf. figure I1. 1).

Une agitation manuelle a été effectuée chaque 24 h.

Figure 11. 1 : Culture des champignons dans des bouillons de fermentation (ZHAO et al ., 2018)
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A la fin de la fermentation, le contenu des flacons a été filtré par un double filtre (deux morceaux
de la mousseline (20x18cm) et un disque de filtration dont le diamétre était 0,45 um) a I’aide

d’un entonnoir en verre. Tout le matériel utilisé dans cette étape a été deja stérilisé.

Les jus de fermentation obtenus ont été filtrés pour une deuxieme fois sur place, mais cette fois

en utilisant des disques de filtration a 0,45 pm.

La filtration a été effectuée dans les conditions aseptiques et les filtrats ont été conservés dans

des flacons en verre stériles (125 ml) au réfrigérateur a 4°C.
1. 3. Activité antimicrobienne

Cette partie a été réalisée au sein du laboratoire du contrble de qualité microbiologique des

laboratoires pharmaceutiques chez HIKMA Pharma Algeria.
1. 3.1. Préparation du milieu de culture Muller Hinton

Faire dissoudre un mélange de poudre du Muller Hinton et de la gélose (21 grammes : 15
grammes) dans 1000 ml de I’eau de mer stérile. Déposer la solution sur une plaque chauffante

agitatrice jusqu’a 1’ébullition puis passer a I’autoclave 121°C pendant 15 min.

La liquéfaction du milieu a été faite dans un bain marie a 99,9°C .puis, 35 boites étaient coulées

et laisser solidifiees.
Il. 3. 2. Préparation des suspensions bactériennes et fongique

La réactivation des souches de références (Cf. Tableau 11.3, page 25) nous permet d’avoir des

colonies bactériennes et fongiques jeunes.

A partir de ces colonies on prépare des suspensions bactériennes. Les suspensions ont était
préparees dans des tubes a essaies stériles en dissolvant quelque colonies viables prises avec une

once de platine bien flambée dans un solvant PNHCL.

Une spectroscopie UV a été faite pour déterminer la charge bactérienne dans la solution a I’ordre
de DO (bactérie) = 0.08-0.1 dans une longueur d’onde 625 nm, et DO (levure) = 0.18-0.2 sur la
longueur d’onde 560 nm (KARAOQUI, 2018). Les suspensions répondaient aux normes exigeées.
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Tableau I1. 3 : souches de référence utilisées pour tester I’activité antimicrobienne

Les souches microbiennes Le nom d’espéce

Pseudomonas aeruginosa
Les souches bactériennes Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Bacillus cereus

La souche fongique (levure) Candida albicans

I1. 3.3. Préparation de I’inoculum et des disques

De petites quantités de filtrats ont été versés dans les tubes a centrifugation stériles et ont été

centrifugés a 2500 trs/ min. (cf. figure 11.5).

Le papier wattman a été coupé en disques de 6 mm de diameétre puis autoclavés. Ensuite,

imprégnés chaque un avec 30 pl du jus de fermentation a tester a 1’aide d’une micropipette.

1. 3.4. Méthode de diffusion des disques
Les boites de Petri solidifiées sont ensemencées avec les différentes souches de référence
bactériennes et fongiques avec des écouvillons stériles bien essorés sur les parois du tube a

essai. Puis laissé sur la paillasse de la hotte pendant 20 min.

Les disques témoins positives (pénicilline g+, tetramycine, cyclosporine) ont été choisis
selon la sensibilité de la bactérie a I’antibiotique. Les pastilles a tester ont été déposés au
milieu de la boite, et les disques du papier wattman imprégnés de filtrats fongiques ont été

déposés en duplicata sur la méme boite.

Chaque boite de Petri a été répartie en deux, sur chaque moitié deux disques imbibés avec
I’extrait fongique du premier bouillon de fermentation ont été¢ déposés et sur 1’autre moitié

deux disques imbibés avec I’extrait du deuxieme bouillon.

Les boites inoculées sont gardées aux réfrigérateurs a 4°C pendant deux heures puis

transférés a 1I’étuve a 35° C pendant 48 h.

La mesure des diamétres des zones d’inhibition ont été effectuées apres 24h ainsi qu’apres 48h. .
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I1. 4 Suivi de la croissance des mycetes sur des milieux enrichis
11.4.1 un milieu enrichi en pétrole

Afin de caractériser le comportement de quelques espéces du genre Aspergillus (Aspergillus
ochraceus 1, Aspergillus ochraceus 2, Aspergillus sp 3, Aspergillus sp 4) et de Trichoderma

vis-a-vis de la source de carbone dans le milieu. Les expériences suivantes ont été réalisées :
Il. 4. 1. 1 Filtration du pétrole brut

Une quantité de 70 ml du pétrole brut a été filtrée manuellement par portion, en injectant le

liquide avec une seringue médicale jetable a travers des filtres stériles (filtre a 0,45 pum).

Cette opération doit s’effectuer dans une zone aseptique, pour éviter toute trace de

microorganismes opportunistes pouvant fausser les résultats.
I1. 4.1.2 Ensemencement des isolats fongiques

Dans le but de suivre le développement de quelques espéces de champignons dans un milieu
riche en pétrole. On a réalisé une culture de différentes espéces fongiques dans deux milieux de
culture ou la source de carbone est qualitativement la méme (pétrole). Par contre la concentration
est variable (3% et 5 %).

Les isolats fongiques sont ensemencés selon MAAMER et al .,(2020) dans un milieu Czapeck
contenant : 3 g/L de NaNOs; 1 g/L de K;HPO,; 0,5 g/L de K Cl; 0,5 g/L de MgSO,; 0,01 g/L

de FeSO, ; 20 g d’Agar et 3 % d’éléments traces (sels minéraux).

Toutes les substances sont dissoutes dans I’eau de mer stérile (double autoclavage) en volume

dépendant de la concentration finale en pétrole du milieu.

Le milieu de culture est stérilisé a I’autoclave a 120° C pendant 20 minutes. Les bactéries ne sont
pas tolérées dans ce milieu, de ce fait une dose de 50 mg/ml de Clamoxyl a été ajoutée au
mélange puis complété avec 3 % et 5% (I’équivalant de 30 et 50 ml) du pétrole filtré comme

source de carbone unique.

Une bouture mycélienne de chaque colonie des souches sélectionnées a été déposé dans des

boites de pétrie contenant les deux milieux. Czk 3% et Czk 5% .

L’expérience est faite en duplicata (n = 2) ; c’est-a-dire deux essaies pour la méme souche et

pour un seul milieu.
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Les boites de pétries ont éte incubées a 25°C pendant sept jours. Une mesure de la taille radiale

de la colonie a été effectué chaque les 48 h.

Tableau I1. 2 : Composition des milieux enrichis en pétrole (MAAMAR et al .,2020).

Les ingrédients Pétrole 3% Pétrole 5%
Eau de mer stérile ( ml /L) 940 920
Na Nos (g/L) 3
K2HPO, (g/L) 1
MgSO, (g/L) 0,5
KCI (g/L) 0,5
FeSO, (g/L) 0,01
Eléments traces 30
Agar (g/L) 20
Pétrole (ml /L) 30 50

11.4) .2 Suivi de la croissance des mycetes dans un milieu enrichi en saccharose :

Le milieu Czapeck témoin a été préparé avec les mémes composants que 1’expérience précédente

sauf le pétrole qui a été remplacé par le saccharose 3 %.

Les boites de Petri ont été ensemencées dans le milieu de culture en conditions aseptiques et
systématiquement incubées a 1’étuve 25° C pendant 07 jours. Un suivi de la taille a été effectué

chaque les 48h.
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I11. Résultats et discussion

111.1 Repiquage :

Le repiquage effectué a partir des souches conservées sur le milieu PDA nous a permis d’obtenir
des souches jeunes (Cf. figure I11.2- figure 111.3). Ces derniéres ont été utilisé pour I’ensemble
des tests fait dans le cadre de nos études (I’activité antimicrobienne et le suivie de croissance
dans le pétrole). Une série d’observations microscopiques a été réalisé avec 1’acide lactique sous
le microscope photonique pour découvrir 1’aspect microscopique des micromycetes marins
étudiés (Cf. figure 111.1).
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Figure H11.1 : Aspect macroscopique d’Aspergillus ochraceus 2 sur gélose
PDA (A:recto, B : verso de la gélose)

Figure 111.2 : Aspect microscopique des tétes aspergilaires sous microscope photonique ;
arossissement Gx 10 / Gx40)
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Figure 111.3 : Aspect macroscopique des souches sélectionnées au test du pétrole sur PDA,
(A : recto, B : le verso sur la gélose PDA).
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111.4 Etude de I’activité antimicrobienne in vitro des micromycétes filamenteux par la

méthode de diffusion des disques :

Ce test a été réalisé dans le but de sélectionner parmi les isolats fongiques contrdlés, ceux
producteurs de composés biologiquement actifs sur une levure et quatre souches bactériennes
pathogenes. (Cf. Tableau 11.3).

Les résultats des antibiogrammes faits dans le but de mettre en évidence I’activité
antimicrobienne des extraits fongiques issue de la fermentation dans le bouillon CYAL et le
bouillon GPY sont mentionnés dans les tableaux (Cf. tableau I11.1 ; Cf. tableau I11.2, page34 et

37) respectivement.

Figure 111.4: Effet antifongiqgue des deux filtrats fongiques (1: Aspergillus

ochraceusl sur Candida albicans ; 2: Aspergillus sp3 sur Staphylococcus aureus)
aprés 48 h d’incubation. EF 1: premier disque imprégné du bouillon CYAL; EF
1’ : deuxiéme disque imprégné du bouillon CYAL; EF 2: premier disque
imprégné du bouillon GPY ; EF2’: deuxieme disque imprégné du bouillon

GPY Témoin : disque d’antibiotique (pénicilline) témoin.

D’apreés KITOUNI, (2007), toute zone d’inhibition autour du disque imprégné avec le filtrat

expérimenté, méme de faible diametre est considérée comme résultat positif.
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Figure 111.5 : Activité antimicrobienne développée par I’ensemble des isolats fongique du bouillon de
fermentation CY AL, sur les souches testées aprés 48 h d’incubation

D’aprés les résultats répertoriés dans la figure (CF. Figure IIL5), les extraits fongiques
apparaissent en quatre catégories selon le diameétre de la zone d’inhibition autour du disque

imprégné, on distingue :

e Des extraits a effet antimicrobien nul : le diamétre de la zone d’inhibition sur les bactéries
et la levure est inférieur ou égal a 8 mm.

e Des extraits a effet antimicrobien faible : le diamétre de la zone d’inhibition observé sur la
gélose Muller Hinton est de 8 a 10 mm.

e Des extraits a effet antimicrobien moyen : le diametre de la zone de lyse des souches est
de 10 & 14mm.

e Des extraits a effet antimicrobien fort : le diamétre de la zone d’inhibition autour du
disque imprégne est entre 14 et 20 mm.

1. Escherichia coli :

Les extraits fongiques Aspergillus spla un effet antibactérien fort de valeur 16,5 mm, suivi par
les souches Aspergillus ochraceus 1 et Aspergillus sp5 qui ont un effet inhibiteur faible de valeur

9 mm. Les autres extraits fongiques n’ont aucun effet inhibiteur contre E. coli.
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2. Staphylococcus aureus :

L’extrait fongique Aspergillus ochraceus 1 et Aspergillus sp6 ont un effet antibactérien fort de
valeurs 15,5 et 20 mm respectivement. Alors que les extraits Aspergillus sp4, Aspergillus sp,
Aspergillus sp3, Aspergillus ochraceus 2 présentent un effet antibactérien moyen avec les
valeurs : 115 — 12 - 10,5 - 10 mm respectivement.

En revanche, I’extrait Trichoderma sp a une activité antibactérienne faible de 7,5 mm.
3. Pseudomonas aeruginosa :

Les extraits fongiques : Aspergillus sp 5, Aspergillus sp3, Trichoderma sp présente un effet
antibacterien nul de valeurs : 0 -6,5- 6 mm par ordre. L’effet inhibiteur moyen est présenté par
le filtrat fongique: Aspergillus sp4 avec la valeur 13,5mm. Les extraits Aspergillus ochraceus 1

et Aspergillus sp6 sont doués d’un effet antibactérien fort de valeurs : 20 mm.
4. Bacillus subtilis :

Les filtrats fongiques Aspergillus ochraceus 2, Aspergillus sp6 ont un effet antibactérien moyen
avec les valeurs 10,5 et 12,5 mm respectivement. Les filtrats Aspergillus sp4, Aspergillus sp3 ont
exercé une activité antibactérienne faible de valeurs: 8,5 -8 mm. Les isolats fongiques
Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp 5, Trichoderma sp, Aspergillus sp4, Aspergillus

ochraceus 2 présente un effet antibactérien nul de valeurs : 0 - 6,5 — 4,3 mm successivement.
5. Candida albicans :

L’isolat fongique Trichoderma sp n’a aucun effet antifongique, cependant I’extrait Aspergillus
sp6 a un effet faible de valeur 9,5 mm. Les filtrats fongiques Aspergillus ochraceus 1,
Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5 représentent une inhibition moyenne de valeurs : 13,5- 12- 10-
mm respectivement. Les deux filtrats Aspergillus sp3, Aspergillus ochraceus 2 sont dotés d’une

activité antifongique en valeurs 17,5 et 15 mm successivement.
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Figure 111.6 : Activité antimicrobienne développée par I’ensemble des isolats fongiques du bouillon de
fermentation GPY, sur les souches testées aprés 48 h d’incubation

D’apres la figure (Cf. Figure I11.6) qui représente 1’activité antimicrobienne développée par
I’ensemble des isolats fongiques du bouillon de fermentation GPY, sur les souches testées aprés
48 h d’incubation. On déduit :

1. Escherichia coli :

Les filtrats fongiques Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5, Aspergillus sp3, Trichoderma sp,
Aspergillus sp6 possédent un effet antibactérien nul de valeurs: 6 -0-0-0-0-65 mm.
L’isolat fongique Aspergillus ochraceus 1 représente un effet antibactérien moyen de valeur : 11
mm. La souche qui a un effet antibactérien fort est Aspergillus ochraceus 2 avec un diamétre
d’inhibition égal a 14,5 mm.

2. Staphylococcus aureus :

Les isolats fongiques Aspergillus sp 5, Aspergillus ochraceus 2 ont un effet antibactérien faible
de la méme valeur 9,5 mm. Les extraits fongiques Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp4,
Aspergillus sp3, Aspergillus sp6 représentent un effet inhibiteur moyen avec des diametres de :
13,5 -12 -11,5 -10,5 mm par ordre. Le filtrat fongique Aspergillus ochraceus 2 a une activité
antibactérienne forte avec un diametre de lyse égale a 23,5 mm.
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3. Pseudomonas aeruginosa :

Les extraits fongiques Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp 5, Aspergillus ochraceus 2
représentent un effet inhibiteur fort de la croissance bactérienne de Pseudomonas aeruginosa
avec les valeurs: 15,5 -18-23,5 mm respectivement. Les isolats Aspergillus sp3, Aspergillus
sp6.ont un effet antibactérien moyen de valeurs : 10 et 11 mm respectivement. Les isolats
Aspergillus sp4, Trichoderma sp n’ont qu’un effet antibactérien faible de valeurs 9 — 8,5 mm

respectivement.
4. Bacillus subtilis :

La majorité des filtrats fongiques ont un effet antibactérien moyen de valeurs : 11,5-11 - 10 - 10
-10 revenant aux souches Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5, Aspergillus sp3, Aspergillus
ochraceus 2 respectivement. L’isolat fongique Trichoderma sp présente un effet inhibiteur faible
avec une valeur de diameétre : 9,5 mm. L’extrait fongique Aspergillus ochraceus la exercé une

activité antibactérienne forte de valeur 14 mm de diamétre de lyse bactérienne.
5. Candida albicans :

L’isolat fongique Aspergillus sp 5 a un effet antifongique faible avec une zone d’inhibition
de 8,5 mm, alors que les extraits Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp3, Trichoderma sp,
Aspergillus sp6 ont présenté une activité antifongique moyenne de valeurs : 11- 11,5 — 11- 10
mm. Par contre, les filtrats fongiques Aspergillus sp4 et Aspergillus ochraceus 2 ont un effet

antifongique fort de valeurs : 14,5 et 19,5 mm respectivement.
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A partir des tests réalisés avec des extraits fongiques (Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp4,
Aspergillus sp 5, Aspergillus sp3, Aspergillus ochraceus 2, Trichoderma sp, Aspergillus sp6),

deux remarques majeures peuvent étre soulevées :

e Les isolats fongiques testés se présentent en quatre groupes en fonction du diametre

d’inhibition (en mm) mesuré :

Des isolats a fort effet antimicrobien : le diamétre de la zone d’inhibition varie entre 14 et 20
mm. On peut déduire que les souche microbiennes de références sont sensible au métabolites
bioactifs de : Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus ochraceus 2 Aspergillus  sp4 et
Aspergillus sp6.

Des isolats a effet antimicrobien moyen : la zone d’inhibition observée sur la boite est

comprise entre 10 et 14 mm, il s’agit d’Aspergillus sp 5.

Des isolats a effet antimicrobien faible : le diamétre de la zone d’inhibition autour du disque

imprégné de filtrat fongique est de 8 a 10 mm, ¢a concerne Aspergillus sp3.

Des isolats a effet antimicrobien nul : la zone d’inhibition de lyse des souches de références est

inférieure a 8 mm. On peut citer Trichoderma sp.

e Les zones d’inhibition autour des disques imprégnés avec les extraits fongiques du
bouillon CYAL sont plus importantes que celles apparues autour des disques imbibés avec
les filtrats fongiques du bouillon GPY.
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111.2 Suivi de la croissance des mycetes dans un milieu enrichi en pétrole :

e Les résultats :

Les résultats de la croissance dans les différents milieux (Czk 3% P, Czk 5% P, Czk T) sont

représentés graphiquement.

Globalement, toutes les souches ont pu croitre sur le milieu Czk T. D’une autre part, en fonction
de leur développement sur le milieu enrichi en pétrole, les souches testées se répartissent en deux

classes ;

e Celles qui ont répondu sur le milieu enrichi en pétrole avec les deux concentrations.

e Celles qui n’ont pas bien répondu sur le milieu enrichi en pétrole.

Pour I’ensemble des souches testées, elles ont bien rependu sur le milieu enrichis avec 3% de

pétrole que sur le milieu de 5% pétrole.

/ :
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//

diametre de la colonie ( cm)
H (6}

48h 96h 144h 192h

Figure 111.7 : Courbes représentant I’évolution de la croissance d’Aspergillus ochraceus 2 sur
les différents milieux de culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T).

Les courbes obtenues pour Aspergillus ochraceus 2 (Cf. Figure 111.7) représentent une meilleure
croissance parmi toutes les souches testées, on peut tirer de ces résultats qu’elle a poussé sur les

milieux enrichis en pétrole et donc elle a pu dégrader le pétrole comme source de carbone.
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Figure 111.8: Aspect macroscopique d’Aspergillus ochraceus 2 sur les différents milieux de
culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T). A : milieu Czk 3%P ; B : milieu Czk 5% P ; C : milieu
Czk T
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Figure 111.9 : Courbes représentant 1’évolution de la croissance d’Aspergillus ochraceus 1 sur
les différents milieux de culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T).

D’apreés la figure 111.9, I’espéce Aspergillus ochraceus 1 est passee par deux phases pendant sa
croissance sur les milieux possédant le pétrole en différente concentrations. On observe une
croissance lente dans les 144 h d’incubation et a partir de 1a que cette souche a pu utiliser plus

facilement le pétrole comme source d’énergie.

Figure 111.10: Aspect macroscopique Aspergillus ochraceus 1 sur les différents
milieux de culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T)
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Figure 111.11 : Courbes représentant 1’évolution de la croissance d 'Aspergillus Sp3 sur les
différents milieux de culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T).

Les courbes de croissance montrent que la souche d’Aspergillus sp3 représente une dégradation

moyenne du pétrole. Par ailleurs, on constate une bonne croissance avec le saccharose.

Figure 111.12 : Aspect macroscopique Aspergillus sp3 sur les différents milieux de culture
(Czk 3% - Czk 5% - Czk T).
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Figure 111.13 : Courbes représentant 1’évolution de la croissance d Aspergillus sp4 sur les
différents milieux de culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T).

Les courbes obtenues pour Aspergillus sp4 représentent une croissance lente et minimale ce qui montre
que le pétrole est une source plus ou moins assimilable par cette souche fongique. .

Figure 111.14: Aspect macroscopique Aspergillus sp4 sur les différents milieux de culture
(Czk 3% - Czk 5% - CzK T).
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Figure 111.15: Courbes représentant 1’évolution de la croissance de Tricoderma sp sur les
différents milieux de culture (Czk 3% - Czk 5% - Czk T).

D’apreés la figure ci-dessus, Trichoderma sp représente la plus faible croissance dans les milieux
riches en pétrole ainsi sur le milieu témoin.

Figure 111.16: Aspect macroscopique Tricoderma sp sur les différents milieux de culture
(Czk 3% - Czk 5% - Czk T).
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Les micromycétes sont considéré comme des producteurs de métabolites secondaires a effet
antimicrobien, ces composes apparaissent a la fin de croissance (ATTALAH et CHAOUCHE,
1992). Afin de mettre en évidence cette hypothese, nous avons réalisé une expérimentation sur
des souches du genre Aspergillus (Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5,
Aspergillus sp3, Aspergillus sp6 Aspergillus ochraceus 2) et une souche du genre Trichoderma

(Trichoderma sp)..

Nos résultats sont en accord avec les travaux de (LADJAL, 2012), dont nous avons trouvé que
les filtrats des souches d’Aspergillus sont aptes a inhiber les souches bactériennes et fongique

(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Candida albicans).

OULDKHELIFA, (2021) a travers son projet de fin d’étude, on a pu confirmer le pouvoir
inhibiteur des extraits fongiques des souches d’Aspergillus terreus 1 et Aspergillus terreus 2 sur
les bactéries et levures. Donc, probablement il existe une ressemblance du pouvoir antibactérien

entre les espéces du méme genre.

La sensibilité de nos souches bactériennes examinée aux metabolites a effet antibactérien est
différente d’une bactérie a une autre, cela peut étre expliqué par la résistance des Gracillicutes
par rapport aux Firmicutes. Sachant que les Gracillicutes sont caractérisés par une structure riche
en peptidoglycanes constituant une barriére qui empéche la diffusion des métabolites secondaires
comprises dans les extraits fongiques testés. Pour les Firmicutes, la couche de peptidoglycane est
relativement mince dans leur structure membranaire ce qui n’affecte pas le contact de la cellule
bactérienne et le milieu externe. (FERTOUT-MOURI et al.,2016).

La diversité fongique répertoriée dans la zone d’étude explique la richesse du milieu en matiere

organique multiple provenant des rejets domestiques et industriels ou des activités maritimes.

Les résultats enregistrés montrent une différence dans le développement des souches fongiques
testées sur les trois milieux de culture. En effet, nous avons pu observer que la croissance d’une
colonie dépend de la source du carbone disponible et sa concentration ; toutes les especes

dégradaient le plus efficacement le saccharose, suivi par le pétrole a 3% et du pétrole a 5%.

La croissance fongique de nos souches dans les milieux pétroliers est un indice de leur capacité
a dégrader le pétrole. Selon les résultats, on peut déduire que les trois especes du genre

Aspergillus et de Trichoderma sont douées d’un pouvoir biodégradable des hydrocarbures plus
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1. Résultats et discussion

ou moins important. La présence du pétrole avec différentes proportions influence la croissance

des souches qui I’utilisent comme source de carbone.

On remarque que le genre Aspergillus est doué¢ d’une capacité de dégradation plus importante
que le genre Trichoderma et notamment dans les différents essaies. Des résultats similaires ont
été trouvés par SALMANOV et al., (2008) en étudiant la capacité de dégradation des
hydrocarbures pétroliers dans les zones cotieres polluées de la mer Caspienne par sept genres
fongiques isolés, dont Aspergillus et Trichoderma en font partie. Ils ont effectués des analyses en
utilisant des techniques analytiques telles que la CGL, CAL, SMR afin de déterminer le taux de
la biodégradation de ses composes. Ces auteurs sont arrivés a démontrer que le genre Aspergillus
utilisait activement le pétrole brut, ainsi que les hydrocarbures aromatiques sous ’influence de

ces microorganismes se transforment en phenol.

D’aprés GANESH et al., (2007) qui ont montré que 1’Aspergillus s’est avéré a dégrader le
kéroséne grace a D’activité de la NADPH-DCIP réductase et I’aminopyrine N-déméthylase .
L’acétaldéhyde produit a la fin de I’expérimentation pourrait étre utilis¢é comme indicateur de la

biodégradation.

Les avancées récentes dans le cadre de la recherche des especes du genre Trichoderma en tant
qu’organismes puissants dégradant les hydrocarbures, plusieurs souches ont la capacité de
métaboliser une variété d’hydrocarbures de haut poids moléculaire en utilisant des Systémes
enzymatiques alternatifs. C’est a partir des travaux de BEATRIZ et al., (2010 ) qui portaient sur
la culture des espéces fongiques en mettant le pétrole brut comme source d’énergie, aprés 24
jours d’incubation avec suivi quotidien ,ils sont arrivé a mettre en évidence que la capacité de ce
genre a dégrader les hydrocarbures est due a la synthese des enzymes du métabolisme durant la
période de croissance .
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Par ailleurs, notre test sur la croissance de quelques champignons filamenteux nous a permis de

constater que le pétrole est peu dégradable dans les conditions d’expérimentation. Plusieurs

hypothéses peuvent étre suggérées. Cela est di :

e soit a la durée d’incubation qui joue un role tres important dans le mécanisme de la

biodégradation.

e Soit aux conditions abiotiques défavorables (la salinité, la concentration en oxygéene..)
étant donné qu’ils influencent la biodégradation (LEAHY et COLWELL, 1990).

e Soit a I’état et la nature du pétrole qui est composé de plusieurs types d’hydrocarbures

moins assimilables par les microorganismes (OULD BOUDIA et al., (2001).

Il est fort possible d’augmenter les taux de dégradation via I’augmentation de 1’adaptation de ces

champignons aux hydrocarbures par un enrichissement sélectif en utilisant les hydrocarbures et

I’amplification du pool des geénes catabolisant ces molécules. Il est faisable également

d’augmenter la fréquence des plasmides comme une sorte d’adaptation génétique. LEAHY et

COLWELL, (1990).

Les résultats globaux de cette étude ont révélés que les souches fongiques mentionnées dans le

tableau sont celles qui ont montrées les meilleurs résultats positifs : activité antimicrobienne et

croissance sur milieu enrichi en pétrole.

Tableau 111.1 : Tableau récapitulatif des souches a potentiel présentant les meilleurs résultats

Caractéristiques
des souches
fongiques
étudiées

Activité antibactérienne et antifongique

Biodégradabilité

Aspergillus ochraceus 1
Aspergillus ochraceus 2
Aspergillus sp 3

Aspergillus ochraceus 1
Aspergillus ochraceus 2
Aspergillus sp 4
Aspergillus sp 6
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Les objectifs de ce travail étaient, d’une part d’étudier I’activité antibactérienne et antifongique
de quelques especes fongiques filamenteuses appartenant aux genres : Aspergillus (Aspergillus
Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5, Aspergillus sp3, Aspergillus sp6
Aspergillus ochraceus 2) et Trichoderma ( Trichoderma sp) récoltées et isolées au niveau du
port d’Alger a partir de différentes matrices (sédiment profond, 1’eau de mer et des organismes
marins) par la méthode de diffusion des disques. D’une autre part, caractériser leur pouvoir de
dégradation du pétrole brut en suivant la croissance sur des milieux a différentes concentration

de pétrole.

Le test de I’activité antimicrobienne des extraits fongiques obtenus aprés la fermentation en
bouillon CYAL et GPY sur deux souches bactériennes & gram négative (-) ; Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, deux souches bactériennes a gram positive (+) ; Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus et une levure Candida albicans. Les meilleures zones d’inhibition ont été
observés pour les extraits fongiques obtenus par fermentation dans le bouillon CYAL .Tandis
que, les extraits de : Aspergillus ochraceus2 contre Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus et
Escherichia coli. Ainsi Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp6 contre Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa.

L’activité antifongique est confirmé a la fin de cet essai, Candida albicans est sensible aux
extraits fongiques Aspergillus sp4, Aspergillus ochraceus 2 obtenu du bouillon de fermentation
GPY

Un suivi de la vitesse de croissance des micromycetes de cing espéces pendant sept jours a été
réalisé sur trois milieux différents vis-a-vis de la source de carbone et sa concentration
(saccharose 3%, Pétrole 3% et Pétrole 5%). Le genre Aspergillus présente clairement un pouvoir

de biodégradation plus élevé que Trichoderma pour la totalité des essais.

A la lumiére de ces résultats, il est souhaitable de compléter cette étude par des approches plus

approfondies, a savoir :

e Une analyse quantitative et qualitative détaillée des métabolites biologiquement actifs
(antibacteriens, antifongiques).

e Sur le plan industriel, ’utilisation des métabolites dans la production des antibiotiques.

e Une approche moléculaire par le séquencage aiderait a déterminer les génes responsables
du pouvoir de biodégradation du pétrole et ses dérivés.

e Sur le plan écologique, I'utilisation des mycétes dégradant le pétrole serrait une excellente

alternative pour dépolluer le milieu marin.
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Tableau 1 : suivi de la vitesse de croissance d’Aspergillus ochraceus 2

18 septembre 20 septembre 22 septembre 24 septembre

czk 5P% 1 0,95 1,5 5,25

Tableau 2 : suivi de la vitesse de croissance d’ d’Aspergillus sp3

18 septembre 20 septembre 22 septembre 24 septembre

czk 5P% 1 0,85 1,45 4,7

Tableau 3 : suivi de la vitesse de croissance d Aspergillus sp4

18 septembre 20 septembre 22 septembre 24 septembre

czk 5P% 1 0,7 1,6 3,75
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Tableau 4 : suivi de la vitesse de croissance d” d’Aspergillus ochraceus 1

18 septembre 20 septembre 22 septembre 24 septembre

czk 5P% 1 1 1,6 5

Tableau 5 : suivi de la vitesse de croissance de Trichoderma sp

18 septembre 20 septembre 22 septembre 24 septembre

czk 5P% 1 1,05 1,3 3,75
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Tableau 6 : Activité antimicrobienne développée par I’ensemble des isolats fongique du bouillon de fermentation CYAL sur les
souches testées apres 24h d’incubation.

Extraits fongiques E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa Candida albicans

Aspergillus sp4

Aspergillus sp3

Trichoderma sp

Disque d’antibiotique 24 16 27 20 5
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Tableau 7 : Activité antimicrobienne développée par 1’ensemble des isolats fongique du bouillon de fermentation GPY sur les
souches testées apres 24h d’incubation.

Extraits fongiques E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa Candida albicans

Aspergillus sp4

Aspergillus sp3

Trichoderma sp

Disque d’antibiotique 26 23 27 22 4



Tableau 8 : Activité antimicrobienne développée par I’ensemble des isolats fongique du bouillon de fermentation CYAL sur les souches testées
apres 48 h d’incubation.

Extraits fongiques E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa Candida albicans

Aspergillus sp4 16,5 11,5 13,5 8,5 12

Aspergillus sp3 - 10,5 6,5 8 17,5

Trichoderma sp - 7,5 6 4,25 -

Disque d’antibiotique 28 20 30 24 6



Tableau 9 : Activité antimicrobienne développée par I’ensemble des isolats fongique du bouillon de fermentation GPY sur les souches testées
apres 48 h d’incubation.

Extraits fongiques E. coli S. aureus B. subtilis P. aeruginosa Candida albicans

Aspergillus sp4
6 12 9 11,5 14,5

Aspergillus sp3
- 11,5 10 10 11,5

Trichoderma sp

Disque d’antibiotique 30 25 30 26 7



Résumé :

Nous sommes intéressés a certaines souches de micromycétes filamenteux marins appartenant au
genre Aspergillus (Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5, Aspergillus sp3,
Aspergillus sp6 Aspergillus ochraceus 2) et Trichoderma (Trichoderma sp ) présentent dans la

zone du port d’Alger ( sediment , eau de mer et des organismes marins )

L’étude consiste d’une part a la mise en évidence de 1’activité antimicrobienne des différents
extraits fongiques. En appliquant la méthode de la diffusion des disques imprégnés avec
les extraits fongiques contre des germes pathogeénes cibles : deux bactéries a gram positive , deux
bactéries a gram négative et une levure infectieuse. On a évalué cette activité en se basant sur le
calcul du diameétre de la zone d’inhibition. Les filtrats examinés ont montré une activité
antibactérienne et antifongique variable vis-a-vis des souches microbiennes testées (Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Candida albicans).

L’¢élimination du pétrole dans 1I’environnement marin nécessite la réunion de plusieurs facteurs
biotiques et abiotiques. Parmi ces facteurs, la biodégradation par les microorganismes et en
particulier les champignons filamenteux a fait une partie importante dans notre étude. Les isolats
fongiques ont été soumis a une évaluation du taux de croissance sur des milieux de culture
contenant le pétrole brut a différentes concentration. Les espéces d’Aspergillus ont démontrés
une croissance importante comparativement a Trichoderma, ce qui prouve leur capacité a

dégrader ce composé complexe toxique.

Mots clés : micromyceétes filamenteux marins, activité antimicrobienne, biodégradation, pétrole.
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Abstract :

initially we were interested in certain strains of marine filamentous microfungi belonging
to the genus Aspergillus (Aspergillus ochraceus 1, Aspergillus sp4, Aspergillus sp 5,
Aspergillus sp3, Aspergillus sp6 Aspergillus ochraceus 2) and Trichoderma (Trichoderma
sp) present in the port area of "Algiers (sediment, seawater and marine organisms)

The study consists on the one hand in highlighting the antimicrobial activity of the
different fungal extracts. By applying the method of diffusion of disks impregnated with
fungal extracts against target pathogenic germs: two gram-positive bacteria, two gram-
negative bacteria and an infectious yeast. This activity was evaluated based on the
calculation of the diameter of the zone of inhibition. The filtrates examined showed
variable antibacterial and antifungal activity against the microbial strains tested
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Candida albicans).

The elimination of oil in the marine environment requires the combination of several biotic
and abiotic factors. Among these factors, biodegradation by microorganisms and in
particular filamentous fungi was an important part of our study. The fungal isolates were
subjected to growth rate evaluation on culture media containing crude oil at different
concentrations. Aspergillus species have shown significant growth compared to
Trichoderma, which proves their ability to degrade this toxic complex compound.

Key words: marine filamentous microfungi, antimicrobial activity, , biodegradation,
petroleum.
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