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Resume

L’objectif du travail effectué était la recherche de nouvelles substances bioactives issues
de la flore locale, présentant un intérét pharmaceutique et industriel comme milieu nutritif
in vitro. Dans ce contexte, la poudre de cladode d’Aloe vera a été utilisé pour formulation
d’un nouveau milieu de culture in vitro. La premiére partie du travail a permis de mettre
en évidence une composition assez riche en nutriments de base (source de carbohydrate,
acides aminées et eéléments minéraux) qui sont indispensable a la survie des micro-
organismes. La deuxiéme partie du travail, le diagnostic de la croissance des deux souches
bactérienne et fongique a permis de montrer que le milieu B a base de poudre de cladode
sans peau était plus performant et a permis un bon développement des différentes souches
validant ainsi la possibilité de I’utiliser comme un milieu ordinaire recommandé pour la
culture de certaines bactéries et champignons n'ayant pas d'exigence nutritive particuliere.

pourrait étre envisagé comme une alternative prometteuse au milieu de culture de synthese

Mots clés : milieu nutritif, culture in vitro,composition chimique, E-coli, Staphylococcus

aureus, substances naturelles, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger
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Abstract

The objective of the work carried out was the search for new bioactive substances from
the local flora, presenting a pharmaceutical and industrial intéréts as an in Vitro nutrient
medium.In this context, Aloe Vera cladode powder was used for the formulation of a new
in vitro culture medium. The first part of the Work made it possible to highlight a
composition quite rich in basic nutrients (source of carbohydrate, amino acids and mineral
elements) which are essentiel for the survival of micro-organisms. The second part of the
Work, the diagnosis of the growth of the two bacterial and fungal strains made it possible
to show that medium B based on cladode powder without skin was more efficient and
allowed a good development of the différent strains thus validating the possibilité of use
it as an Ordinary medium recommended for the cultivation of certain bacteria and fungi
having no particular nutrient requirement. could be considered as a promising alternative

to synthetic culture medium .

Keywords: nutrient medium , in vitro culture ,chemical composition , E-coli ,

Staphylococcus aureus , natural substances , Fusarium Oxysporum , Aspergillus niger .
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Introduction

INTRODUCTION

Depuis toujours les plantes ont été trés largement utilisées par 1’homme, d’abord
comme sources alimentaires, mais aussi comme matériaux, objets décoratifs et pour se
soigner. De nombreuses plantes synthétisent des substances chimiquement actives qui
leur permettent notamment de se défendre contre leurs agresseurs. Ces molécules sont
actuellement trés exploitées par I’homme en médecine, en parfumerie et en cuisine (

Akinyele ,et al .,2005).

Le continent africain est un continent doté d'une biodiversité la plus riche dans le
monde, avec une avalanche de beaucoup de plantes utilisées comme herbes, aliments
naturels et pour des buts thérapeutiques, c'est en grande partie due a sa géographie vaste
( Catherine,et al.,2018). Le territoire algérien par sa situation géographique jouit d'une
grande diversité biologique et écologique. Les milieux, les paysages et les habitats
naturels, trés variés, s'étendent selon un gradient de plus de 2.000 km des rives de la
Méditerranée jusqu'aux confins du sahel africain au sud ( Catherine ,et al., 2018).

A cet effet, et dans le cadre de la valorisation de la flore Algérienne, on s'est intéressé
a I’Aloe vera, une espece qui a un intérét social, économique et environnemental. La
plante est particulierement intéressant pour la valorisation de certaines terres
marginales inadaptées a d'autres cultures a raison de sa tolérance et son adaptation a

différents types de sols ( Guilloteau , 1954).

L'apport de I'Aloe vera est encore plus édifiant en tant que source de produits
pharmaceutiques, diététiques et cosmétiques, les vertus de cette plante et la demande
sans cesse croissante des produits issus de sa séve et de son gel ont suscité un renouveau
intérét ( Witte , et al ., 1990).

Les mots « substances naturelles » ne renvoient pas seulement aux médecines douces
ou a la dietétique, mais aussi a l'industrie pharmaceutique et a sa cousine la
cosmétologie. Ces industries commercialisent des molécules de synthése qui n'ont
toujours pas de meilleurs modéles que les molécules produites par les organismes
vivants, depuis quelques années, la tendance est a un retour au naturel, plus
particulierement vers les matieres végétales. Trois étapes, la prospection de la flore et

de la faune, I'etude en laboratoire, I'enquéte ethnobotanique, scandent la recherche sur
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les substances naturelles (ABES,2014). Toutes les trois ont connu d'importantes

évolutions méthodologiques, voire des révolutions théoriques.

Les substances naturelles d’origine végétale, en général, constituent un atout
considérable grace a la decouverte progressive de nouvelles applications dans divers
domaines, qui aujourd’hui utilise majoritairement des substances issues de la chimie
de synthese, notamment les produits pharmaceutiques destinés a la culture et croissance
des organismes sensibles (culture in vitro de: méristeme, bactérie et

champignon...etc.).

Avec le développement des cultures de in vitro, divers milieux de base comprenant des
sels inorganiques, des composés organiques (sucres, vitamines et régulateurs de
croissances) ont été progressivement utilisés. Certains milieux proposés dans un but

donné sont en fait utilisables d'une maniére beaucoup plus étendue.

Les milieux de culture sélectionnés doivent étre le plus parfaitement adaptés aux
besoins nutritifs de I’organisme soumis a I'étude afin de laisser s'exprimer pleinement
son potentiel génétique. Il est donc nécessaire d’articuler différentes disciplines pour
réduire les produits chimiques utilisés dans ce domaine, tout en veillant, a satisfaire les

besoins nutritifs des organismes en culture ( Contributors,2021).

La présente étude s'inscrit dans le cadre de la valorisation de la Flore locale, dans ce
contexte 1’Aloe vera L. & été choisi comme modele pour formuler un nouveau milieu
nutritif pour la culture in vitro, a base d’extraits de la plante, et d’évaluer les propriétés
et les capacités de ce nouveau milieu de culture a satisfaire les besoins nutritifs des

organismes en culture.

Notre étude sera donc répartie en cinq chapitres, initiés par un recueille bibliographique
ou nous apportons dans le premier chapitre la présentation de la plante. Le second
chapitre sera consacré a la culture in vitro et aux milieux de culture. La partie pratique
est composée par un troisieme chapitre sur le matériel et les méthodes d'étude et le
quatriéeme chapitre abordera les différents résultats et leurs discussions. Enfin, une

conclusion générale sera présentée en dernier.
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Synthese bibliographique
Chapitre 01 : Généralité sur I’Aloe vera

1. Généralité sur I’Aloe vera

L’Aloe barbadensis Miller, plus connue sous le nom d’Aloe vera, est souvent classé
parmi les 420 especes de la famille des Liliaceae (comme les oignons ou les asperges)
mais il a aussi été désigné comme ayant sa propre famille, les Aloaceae, qui regroupe
actuellement plus de 360 espéces d’Aloe. Son nom botanique officiel est : Aloe vera
(L.) Burm. F. mais de nombreuses autres appellations peuvent étre trouvées. Il s’agit
une plante grasse pouvant atteindre de 2 a 3 meétres de haut. La plante d’Aloe vera a
une durée de vie d’approximativement douze ans. Mature aprés quatre ans, elle se
caractérise par des feuilles vertes charnues, pointues, et épineuses sur les bords (entre
douze et seize feuilles par plantes) pouvant atteindre entre 60 et 90cm de long et
disposée en rosette sur une tige robuste. Les fleurs d’Aloe vera sont jaunes

(contrairement a d’autres espéces d’Aloe), tubulaires et réunies en grappes.

Originaire d’Afrique du Sud, la plante est adaptée aux habitats les plus secs et elle est
capable de stocker une trés grande quantité d’eau dans ses tissus afin de 1’utiliser au

besoin.

Aujourd’hui, elle est adaptée a la plupart des climats tropicaux voir chauds et est
cultivée principalement au Mexique ainsi que dans toute I’Amérique du sud mais aussi

en Chine, en Thailande et aux Etats-Unis. ( Laura ,20160).
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Figure 1: Plante Aloe Vera L.

1.1. Systématique

En botanique, il existe plusieurs systémes de classification, la classification

traditionnelle étant a distinguer de la classification APG (Angiosperm Phylogeny
group).

L’Aloe vera n'appartient pas a la méme famille selon le systéme de classification
utilisé. En parcourant la littérature botanique et scientifique, on remarque que 1’Aloe
vera est une plante classée dans des familles différentes : Asphodélacées, Aloéacées,
Xanthorrhoeacées et Liliacées. Cette derniére est celle que 1’on rencontre le plus

souvent.
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Tableau 1 : Synthése des deux principales classifications botaniques utilisées aujourd’hui

Classification Conqurist (1981) Classification APG Il (2009)
Régne: Plantae Clade : Angiospermes
Division : Magnoliophyta Clade : Monocotylédones
Classe : Liliopsida Ordre : Asparagales
Sous- classe : Liliidae Famille : Xanthorrhoeaceae
Ordre : Liliales Sous famille : Asphodeloideae
Famille: Aloeaceae Espéce : Aloe vera
Genre: Aloe
Espeéce: Aloe vera

1.2. Origine et historique

Les origines d'Aloe Vera L. sont imprécises, certains auteurs affirment que la plante
est originaire de la péninsule arabique et d'Afrique orientale, d'autres, avancent qu'elle
est probablement originaire d'Afrique du nord et des iles Canaries. Cependant, il y a
tres longtemps que cette plante est naturalisée dans les régions arides du globe et
répandue de par le monde y compris les régions froides ou elle est utilisée comme
plante d'intérieur. ( Taoufik ,2013).

1.3. Description morphologique

Aloe Vera L. est une plante vivace, succulente, qui peut atteindre une hauteur de 60 a
80 cm, la tige trés courte et semi-ligneuse porte des feuilles disposées mais souples
puisqu'elles sont tres charnues. Elles sont disposées en 2 a 3 cercles. La feuille d'Aloés,
de section triangulaire, est composée de deux parties principales, a savoir I'écorce
externe comprenant les faisceaux vasculaires et le parenchyme aquifére, et interne

incolore contenant le gel. ( Taoufik ,2013).

Du centre de la rosette de feuilles s'éleve une inflorescence en épi portant de
nombreuses fleurs jaunes en forme de tube. L'inflorescence terminale est une grappe
cylindrique, érigée, en général non ramifiée, de 100-150 cm de haut. L'axe (ou rachis)
porte des écailles parcourues par 3 veines pourpres proéminentes confluentes a
I'extrémité. Les hampes florales portant plusieurs dizaines de fleurs pendantes et
tubuleuses en forme de petites trompettes de couleur jaunatre, apparaissent

successivement.
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La tige a base ligneuse, est courte (au plus 50 cm de haut) et porte a I'extrémiteé des
feuilles alternes, enchassées les unes dans les autres, distiques (particuliérement pour

les jeunes plants) puis en vieillissant en rosette.

Les racines, fasciculées, sont peu profondes. (Taoufik,2013 ).

The Aloe vera outer leaf pulp contains latex The green rind or cuticle of the

and anthraquinones Aloe vera plant

Figure 2 : Morphologie générale et la coupe transversale d’une feuille.

1.4. Physiologie d’Aloe vera L.

L'aloés est une plante xérophile. Les Aloe vera naturalisées croissent en région séche
sur des sols arides. Sur le plan physiologie, I’ Aloe vera se présente comme une plante
de type CAM (Crassulacean Acid Metabolism). Elle a la particularité de fixer le CO»
pendant la nuit et de fermer ses stomates pendant le jour. Une telle stratégie avec
I’épaisseur et I’imperméabilité de 1’épiderme permet a la plante de réduire de facon

importante les pertes d’eau par évapotranspiration pendant la journée.
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L’eau absorbée se lie au mucilage composé hydrophile des feuilles. Le mucilage en
retenant 1’eau, permet selon (Evéque, 1995) aux organes de résister aux hautes

températures.

D’aprés (Mulas , 1993) et (Michel, 1998) la photosynthese se déroule selon les étapes

résumées ci-apres et par la figure 03 :

Carboxylation aprés décomposition des hydrates de carbone ce qui aboutit a la synthése
d’acide organique (acide Malique) pendant la nuit ce qui explique I’augmentation de
I’acidité. La décarboxylation du malate et fixation du CO2 libre et concentré, durant le
jour au moment ou les stomates sont fermés, ce processus se termine par la synthése
des glucides (dont glucanes et amidon). Une forte réduction de la photo respiration est
observée chez ces plantes.

Nuit
Cco,

Phospho-énol-
pyruvate

Oxalo-acétate

\

Malate (C4)

\

co,

\

Ribulose 1,5-bP

Cycle de
Calvin-Benson

Triose-P

o (Michel, 1998)

Figure 3 : Principe de la photosynthése chez I’ Aloe vera.
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2. Principales vertus et intérét industriel

Depuis 1’antiquité Aloe vera L. est connue, dans plusieurs civilisations pour ses
innombrables vertus. Aujourd’hui, cette plante qualifiée de magique est utilisée pour
ses propriétés cosmétologiques, nutritionnelles, médicinales en plus de ses qualités
ornementales. Seules les propriétés confirmées par des recherches scientifiques sont

citées dans ce texte :

2.1. Vertus thérapeutiques

En médecine, Aloe vera L. est considérée comme une plante médicinale astringente
grace a une bonne partie de ses composantes agissant en synergie et ayant des
propriétés cicatrisante et anti-inflammatoire, hémostatique, anesthésique et bactéricide
qui permettent une guérison rapide d'une partie importante de la pathologie cutanée
comme les blessures, les irritations et les brilures. La multitude d’enzymes que
contient la pulpe d’Alo¢s donne a cette plante un réle non négligeable dans la digestion
des aliments, la détoxification des tissus, une action apéritive et une régularisation du
transit intestinal encore favorisé par une action laxative. En plus de ses vertus
thérapeutiques reconnues, la médecine traditionnelle donne a 1’Alo¢s des propriétés

anti-ulcéreuse gastrique, anti-diabétique...( Jerus ,2017).

2.2. Vertus nutritionnelles

La pulpe d’Aloe vera L. est utilisée comme additif alimentaire a raison de sa richesse
qualitative en sels minéraux, acides aminés et en vitamines. Cette richesse
nutritionnelle qualitative offre a 1’organisme humain une meilleure résistance aux

agressions microbiennes et un équilibre lui permettant d’atténuer les stress.

La pulpe de la feuille d’Aloes peut étre utilisée, sans aucune crainte selon les modalités
recommandées, a 1’état frais ou sous forme de produits stabilisés. Ces produits sont
dépourvus de toute toxicité, ne provoquent pas d’effets secondaires. Toutefois, avec
des cas rarissimes chez les allergiques a ce genre de produits une petite allergie cutanée
. (Audrey ,2018).
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2.3. Produits cosmétiques

C'est I'une des espéces d'aloes les plus commercialisées et la transformation de la pulpe
de feuilles est devenue une industrie majeure. Dans les produits cosmétiques et de
toilette, il est utilise comme matériau de base pour la production de crémes, lotions,

savons, shampooings, nettoyants pour le visage et d'autres produits (Véronique ,2022).

Les actions cutanées d’Aloe vera L. sont a I’origine de son utilisation en cosmétologie.
En effet, sa pulpe favorise la régénération cutanée. L action réside dans une régulation
du pH cutané, une desquamation des lamelles mortes de I’épiderme, une stimulation de
la multiplication cellulaire en plus de [*hydratation, 1’adoucissement et la protection de

la peau. ( Samantha , 2022).

3. Composition chimique de I’Aloe vera

L’Aloe vera contient 75 composants potentiellement actifs : vitamines, enzymes,
minéraux, sucres, lignine, saponines, acides salicyliques et acides aminés. Le détail

est le suivant :

Vitamines : la plante contient de nombreuses vitamines, dont les vitamines A, C et E,
qui sont des antioxydants. Il contient également de la thiamine, de la niacine, de la
riboflavine, de la vitamine B12, de la choline et de l'acide folique. L'antioxydant

neutralise les radicaux libres.

Enzymes : amylases, lipases, phosphatases alcalines, les cellulases, catalases et
peroxydases sont biochimiques catalyseurs qui aident a la digestion en décomposant
les graisses et les sucres. Les carboxypeptidases et les bradykinases produisent un effet
anti-inflammatoire en inactivant les bradykinines. Les lectines produisent des effets

antitumoraux.

Minéraux : sodium, potassium, calcium, magnésium, sélénium, manganése, cuivre,
zinc, chrome et fer, on les trouve tous dans la plante d'aloes. Ces minéraux jouent un
réle important dans le fonctionnement des enzymes, impliquées dans diverses voies

métaboliques.

Sucres : les sucres sont situés dans la couche mucilagineuse de la plante sous la crodte
de la feuille. Il comprend les monosaccharides (glucose et fructose) et les

polysaccharides (glucomannose et polymannose). Les polysaccharides agissent comme



Syntheése bibliographique Chapitre 01 : Généralité sur I’Aloe vera

des immunomodulateurs. Le Glumannan est un bon hydratant et est utilisé dans les

produits cosmétiques.

Acides aminés : le gel d'aloe vera fournit les acides aminés nécessaires a la réparation
et a la croissance. Il comprend 20 des 22 acides aminés non essentiels et 7 des 8 acides

aminés essentiels.

Anthraquinones : les exsudats jaune rougeatre amer, situé sous la cro(te verte
extérieure, contient anthraquinones et leurs dérivés, Barbaloin, aloémodine-9-anthrone,

isobarbaloin, Anthrone-C-glycosides et chromones. Il s'agit de composés phénoliques.

Stérols : ceux-ci comprennent le cholestérol, le Campestérol, le B- Sitostérol et le
Lupeol. Toutes ces substances ont une action anti-inflammatoire et le lupéol posséde

également des propriétés antiseptiques et analgésiques.

Acide salicylique : il s'agit d'un composé de type aspirine possédant des propriétés

anti-inflammatoires et antibactériennes.

Saponines :

Ce sont les substances savonneuses qui ont propriétés nettoyantes et

antiseptique.( Natacha , 2013).

Les composants contenus dans la feuille sont décrits dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Résume de la composition chimique des feuilles d’Aloe vera.

Acides aminés
essentiels

Isoleucine, leucine, méthionine,

thréonine, valine.

lysine, phénylalanine,

Acides aminés
secondaires

Acide aspartique, acide glutamique, alanine, arginine,
cystine, glycine, histidine, proline, hydroxyproline, sérine,
tyrosine

Minéraux et
oligoéléments

Calcium, chlore, cuivre, chrome, fer, lithium, magnésium,
manganése, phosphore, potassium, sodium, zinc

Mono- et
polysacharides

Glucose, mannose, cellulose, aldo-pentose, L-rhamnose,
acemannan, aloéride

organiques et lipides
contenus dans le gel

Vitamines A, B1, B2, B3, B6, B9, B12,C, E

Enzymes Phosphatase alacaline, amylase, bradykinase,
carboxypeptidase, catalase, cellulase, lipase, péroxydase

Composants Sterols (béta-sitostérol, lupéol, campesterol, cholestérol),

acide salicylique, gibbérelline, acide

urique, acide arachidoniques.

lupéol, lignines,

Source :( Natacha ,2013).
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4. Multiplication

Les Aloes se reproduisent généralement par boutures de feuilles, on entend par bouturer
la technique qui consiste a prélever une partie de la plante (feuille, tige, branche) et a
lui faire prendre racine en la posant sur un sol humide. ( Sylvain, 2009 ).

La multiplication végétative est préférée aux graines, en raison de la levée médiocre
des semis et de la croissance plus rapide des rejets. L’Aloe vera est multiplié
végétativement par bouturage de feuilles. A la plantation, la bouture est placée dans
un sillon de 15 cm, une face plaquée sur les 2/3 de sa hauteur contre le sol et
inclinée. Le sol est alors tassé autour de la bouture. Les distances de plantation sont

variables en fonction de la pluviométrie et du degré d’intensification de la culture.
(Walali, 1995).
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Chapitre 02 : Géneralité sur les milieux de culture
1. Généralité sur les milieux de culture

Les micro-organismes exigent pour leur croissance des aliments. Ces aliments leur sont
fournis au laboratoire par des milieux nutritifs ou milieux de culture. Comme les
besoins nutritionnels des microorganismes et les conditions de leurs développements
sont tres variés, il n'existe évidemment aucun milieu universel sur lequel tous les

microbes soient capables de se multiplier. (Boussena, 2020)

1.1. Définition des milieux de culture

Un milieu de culture est une préparation au sein de laquelle des microorganismes
peuvent se multiplier ( Khadir , 2021). Un mélange de substance nutritifs (acides
aminés, peptides, bases nucléiques, sucres, etc.). Il est possible d’ajouter d’autre
facteur de croissance pour éviter les variations importantes de pH (Sang, protéines,
hémoglobine, vitamines) qui sont de nature solides, semi-solides ou liquide (Priolet,
2022)

Un milieu de culture est un support qui permet la culture de cellules, de bactéries, de

levures, de moisissures afin de permettre leur étude.( Umanuel de référence,2014).

1.2. Classification des milieux de culture

Il existe une grande variété de milieux de culture en rapport avec la diversité des
exigences nutritives des micro-organismes. Les milieux de culture sont classés en
fonction de leur utilisation, de leur composition ou de leur mode de stérilisation
(Marchal, et al., 1987).

1.2.1. Classification d’apres ’utilisation

1.2.1.a) Milieux usuels « de base »

Il n’est pas permis de cultiver toutes les bactéries. Le choix est en fonction de I’habitat
naturel des bactéries a isoler. (Marchal, et al., 1987). Il existe des milieux a base
d’extraits de viande utilisés pour la culture des microbes commensaux et pathogénes
de I’homme et des animaux.Milieux a base de lait (d’extraits végétaux) utilisés en

bactériologie alimentaire. (Marchal ,et al.,1987)
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1.2.1.b) Milieux d'isolement

Selon (Marchal, et al., 1987), Ils sont conformes a la technique envisagée et les

bactéries en cause, soit :
Des milieux de base déja cités.

Des milieux non sélectifs enrichis de produits biologiques (sang, sérum, lait,
levure...etc.) (Marchal, et al., 1987)

Des milieux électifs : est un milieu sur lequel apparait une culture abondante et rapide
de certaines bactéries, alors que la plupart des espéces bactériennes s’y développent

peu et lentement (Boussena, 2020).

Des milieux sélectifs (ou d’enrichissement) : ce sont des milieux dans lesquels on
incorpore un inhibiteur chimique. celui-ci, judicieusement choisi, entrave le
développement de la plupart des bactéries excepté celui de 1’espéce recherchée. Ces
milieux permettent donc d’isoler une espece bactérienne au milieu d’un mélange de

germes (compte rendu du TP de Microbiologie, 2002-2003).

1.2.1.c) Milieux différentiels

La possibilité de résoudre les problemes d’identification différentielle qui se posent

entre des espéces ou des genres voisins. (Marchal, et al., 1987)

Ces milieux sont actuellement trés nombreux. (Marchal, et al., 1987)

1.2.1.d) Milieux de conservation
Ils permettent la survie des bactéries dans un état de vie ralentie (Marchal, et al., 1987).
Classification d’apres la composition

On distingue 3 types de milieux :
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Tableau 3 : Classification des milieux de culture selon leur composition.

Milieu de culture

Caractéristiques

Milieux naturels ou

empiriques

Milieux synthétiques

Milieux semi-

synthétiques

Composition complexe, mal définie.

» D’origine animale : lait, sérum, bouillon et gélose nutritifs,
gélatine, etc;

» D’origine végétale : peptone de soja, pomme de terre, eau de
levure, etc.

Ce sont des solutions de corps purs dans 1’eau distillée. Utilisés
pour 1’étude des bactéries autotrophes (non exigeantes) ou pour
¢tudier les besoins nutritifs d’un germe

Ils contiennent, outre des substances chimiques, des produits
d’origine naturelle. Ces milieux sont les plus utilisés et

commercialisés.

Tableau (4) représente la classification des milieux de culture selon leur composition,

On distingue trois types principaux de milieux :

milieux synthétiques et milieux semi-synthétiques.

1.2.2. Classification d’aprés le mode de stérilisation

Il existe 02 types de milieux :

1.2.2.a) Milieux autoclavables

Milieu de culture dont les composants ne sont pas détruits par la chaleur

Exemple : milieu gélose nutritive, Mueller Hinton en flacons

1.2.2.b) Milieux non autoclavables

milieux naturels ou empiriques,

Milieu de culture qui contient des produits labiles pouvant étre détruit par la chaleur.

Exemple : Loweinstein-Jensen (cultiver les mycobactéries : Tuberculose) (Bensakhria,

2021).
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1.3. Principaux ingredients des milieux de cultures

1.3.1. Pour les milieux solides

Agar -Agar

G et sels\‘,

Baser généralement

par ses composants

coloré de pH

ﬁactm\ ( Permettre de formuler des

L L hypothéses sur le genre

réducation

(Claude, 1992)

Figure 4 : Schéma des ingrédients de base d’un milieu solide.

Figure (9) représente un diagramme schématique montrant les principaux ingrédients
qui composent le milieu de culture solide, il se compose d'une base (agar-agar, eau,
minéraux...) ainsi que d'un indicateur coloré de pH ou de réaction d'oxydo-réduction

pour permettre de formuler des hypothéses sur le genre.

1.3.2. Pout les milieux liquides

Les milieux liquides ne contiennent pas 1’Agar-Agar, ce sont des bouillons de culture
avec le méme fonctionnement (CLAUDE , 1992). La croissance se traduit par un
trouble ou des dépdts et des voiles superficiels. Exemple : bouillon nutritif (BN),
Bouillon trypticase soja (TSB), Brain-Heart Infusion Broth BHIB etc.... ( Khadir ,
2021) .
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Tableau 4 : Principaux ingrédients des milieux de culture.

Constituants

Caractéristiques

Fonction

A partir de tissus animaux sélectionnes

Source de protéines peu degradées,

proteines.

EXtraitS de Y - 7 - Y - - - - 7 - -
nd (& froid : macération; a chaud: infusion, |glucides, sels minéraux, vitamines
viandes
extraits de viandes). hydrosoluble. (vitamine B).
Résultats d’action d’enzymes
protéolytiques (pancreatine, pepsine, ' '
_ ) . Source d’acides aminés et des
Peptone trypsine, papaine) sur des matiéres ) )
N ) . ) oligopeptides
protéiques (viande, caséine, soja,
gélatine...)
Action d’acide chlorhydrique sur des Source d’acides aminés et des 10nS
Hydrolysats

minéraux.

Agar-agar ou

Extrait d’algue rouge. Mélange de 2
groupes de polysaccharides (agarose
70% et agaropectine 30%). A 90°C se

Solidifier les milieux de cultures.

gélose dissout dans I’eau, a 45°C reste en
surfusion et a basse température elle
forme un gel transparent +/- solide
Produits Sang, sérum, lait, gélatine, pomme de ) _ )
o moléecules organiques diverses.
biologiques |terre, etc.
Macroéléments ioniques (Na+, K+,
5 Mg?*, Ca?*, CI', PO42, SO42, HCOg3'...). | Apportent I’équilibre électrique,
ase
o Microéléments ioniques ou I’équilibre osmotique,
minérale o ) : .
oligoéléments (Fe, Co, Ti, Zn, Cu, B, fonctionnement enzymatique.
Se, Mo, V, W, Mn.)
Eau distillée

Source : ( Khadir, 2021)

Tableau (5) représente les ingrédients de base d’un milieu de culture, car les milieux

de culture contiennent généralement chacun des composants suivants : Extraits de

viandes, Peptone, Hydrolysats, Agar-agar ou gélose, Produits biologiques, Base

minérale, en plus de I’Eau distillée. Ce tableau explique les caractéristiques et la

fonction de chacun de ces éléments.
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Partie expérimentale
Chapitre 01 : Matériel et méthodes

L'objectif essentiel visé par ce travail consiste a 1’élaboration d’un milieu de culture a
base de poudre de 1’Aloe vera optimisant la croissance des microorganismes
(champignons et bactéries) in vitro. Pour parvenir a cela, nous avons testé deux
poudres : une de cladode d’Aloe vera épluché (sans peau) et la deuxieme non épluché

(avec peau).

Cette partie est consacrée a la présentation de I'ensemble du matériel et des protocoles
expérimentaux que nous avons utilisés au cours de nos travaux. Dans la premiére partie,
sont précisées ’origine et la nature des matiéres premiéres qui ont servi de support a
I'étude. Nous présentons, par la suite une description des techniques de préparation des
deux milieux ainsi que les analyses physico-chimiques effectuées. Une troisiéme partie
est consacré au détail de tous les essais in vitro d’évaluation des milieux de culture.

Enfin une derniére partie présente 1’ensemble des résultats et leur discussion.

1. Matériel

Les matériels utilisés dans ce travail sont de trois ordres : (1) matériel végétal, constitué
de cladode d’Aloe vera L., (2) matériel biologique constitué de deux souches
bactériennes et deux souches fongique, (3) matériel de laboratoire.

1.1. Matériel végétal

Ce projet porte sur 1’étude de 1’Aloes est une plante vivace, charnue, adaptée aux au
climat chaud, une des plantes a usage multiple, utilisé depuis longtemps en médecine
traditionnelle, cette plante est dotée de qualités remarquables.

1.2. Matériel biologique

Les micro-organismes utilisés dans I’expérimentation sont constitu¢ de deux souches
bactérienne et deux souches fongique.Nous avons utilisé les souches qui sont préparés

dans laboratoire de microbiologie .

> Les souches bactériennes :
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- Escherichia coli, également appelée colibacille et abrégée en E. coli, est une bactérie
intestinale (Gram négatif) des mammiferes, en forme de batonnet, trés commune

chez I'étre humain.

- Staphylococcus est une bactérie du genre : coques, (Gram positifs). Elle impliquées

dans des pathologies variées et de degres de gravité divers.(Larry ,2021 ).

> Les souches fongiques :

- Fusarium oxysporum : est un genre de champignons imparfaits (deutéromycetes).
Il est tres variable et présente beaucoup de formes spécialisées pathogénes pour un
type de plantes, ex : F. oxysporum f. sp. lycopercici.

- Aspergillus niger : le nom Aspergillus est donné a la classe des Ascomycetes,
moisissures a filaments cloisonnés hyalins. C'est une des especes les plus communes
du genre Aspergillus qui apparait sous forme d'une moisissure de couleur noire sur
les fruits et légumes. Le champignon se caractérise par sa croissance rapide sur les
milieux de culture classiques (gélose au malt, Sabouraud) additionnés
d’antibiotiques. La majorité des Aspergillus poussent a 22-25°C. (TABUC, 2007)

1.3. Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé lors de I'expérience sont les suivants : distillateur,
béchers, éprouvette graduée, thermometre, agitateur magnétique, balance a précision,
autoclave, bec bunsen, boites de Petri, des tubes a vis ou cotonnés stériles, pince en

bois ou gants.

2. Principales etapes pour les essais in vitro

La méthodologie adoptée pour répondre aux objectifs fixés par cette étude comprend

les principales étapes suivantes (figure 05):
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Cueillette de la plante

U

Séchage et préparation des raquettes avec et sans peau

U

Broyage et préparation de la poudre

U

Caractérisation physicochimique de la poudre

U

Evaluation du milieu de culture a base d’extraits végétaux

U J

[ Croissance bactérienne ] [ Croissance Fongique ]

Figure 5 : Protocole expérimental.

2.1. Préparation du substratum d'Aloe vera

La préparation du milieu de culture a base de poudre d’Aloe vera, a été réalisé par la

méthode suivant :

Les requétes d’Aloe vera collectés ont été, tout d’abord, triés, afin d’¢liminer les épines
a la surface de 1’écorce ; epluchage qui consiste a oter la couche superficielle des
requétes, utilisée pour le cas de poudre de raquette sans peau a 1’aide de lame
tranchante, la troisieme étapes est le découpage qui consiste a diviser les cladodes avec
peau et sans peau en petit morceaux, pour accelérer le processus de séchage afin de les
transformer en un produit solide sec, le séchage s'effectue a l'air libre a I'abri de la
lumiere et de I'humidité, apres cette étape vient le broyage qui consiste de la réduction
des frondes séchées en une poudre homogene, qui s'effectue au mortier afin d'obtenir
une pate la plus homogeéne que possible et enfin le tamisage (avec un tamis de diamétre
0,05 mm), ou la poudre est séparée par granulometrie, puis stockée dans un sac en

papier sous forme de poudre.
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2.2. Préparation des milieux de cultures

Les étapes de la préparation de ces nouveaux milieux de culture a base de la poudre

d’Aloe vera sont les suivantes (figure 06):

1. Peser la quantité de poudre requise (40 g de poudre de chaque préparation avec ou

sans peau) ;

2. Dissoudre quantité d’adéquate de la poudre d’Aloe vera dans I’eau distillée stérile

(40 g de poudre pour 200 ml d'eau distillée) dans une fiole jaugée ;

3. Ajouter au mélange un produit gélifiant pour solidifier le milieu (12 g d’agar-agar)
tout en remuant a l'aide de l'agitateur magnétique (500 tours/80°C) afin d'obtenir une

solution homogeéne.

5. Faire chauffer solution jusqu’a 1’obtention d’une dilution compléte et d’une

homogénéisation, pendant environ 15 min ;

6. Retirer de la plaque chauffante et laisser refroidir jusque 60°C environ puis

conditionner le milieu encore chaud dans des petite bouteille stérile en verre ;

7. Stériliser les milieux de culture a 1’autoclave pendant 15 minutes sous une

température de 121°C

8. Apres stérilisation, les solutions sont refroidies pendant 30 minutes, puis coulées
dans des boites de pétri de 90 mm sur une hauteur de 4 mm et laisser solidifier sur

paillasse. Les boites sont conservées au réfrigérateur a 4°C jusqu’a leur utilisation ;

9. Pour éviter les contaminations, couler les géloses le plus rapidement possibles et
éviter les mouvements d’air autour des géloses, de plus, il est possible de couler les

géloses sous une hotte a flux laminaire stérile.
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i

I ¥ |

Figure 6 : Principales étapes pour la préparation des milieux de culture.

2.3. Analyses physico-chimiques et organoleptique

Les analyses sont réalisées avec la poudre d’Opuntia ficus indica obtenue par voie
seche. Un procédé de broyage et de tamisage de matériel végétal en de fines particules

est utilisé afin de concentrer les composés bioactifs dans les poudres résultantes.

En fonction des analyses, la poudre est analysée fraiche, ou séchée a 1’étuve. Les

propriétés phytochimiques de chague poudre sont comparées a entre eux.

Les cendres : la cendre totale est un résidu de composés minéraux qui reste apres
I'incinération d'un échantillon contenant de la matiére organique. La quantité moyenne

de cendres est déterminée par la différence de poids.
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Une quantité de poudre d'Aloe vera, est incinérée dans un four & moufle a 550°C
pendant 5 heures jusqu'a I'obtention d'un résidu grisatre, clair ou blanchatre. La taux
de cendres est calculée par la formule suivante a partir de la différence de poids avant
et aprés combustion.

_(®2-PD

TC
PO

100

TC : taux de cendres en pourcentage.

PO : poids de I’échantillon au début de 1’’essai en g.
P1 : poids des creusets vides en g.

P2 : poids d’échantillon aprés incinération en g.

Teneur en lipides : la teneur en matiére grasse a été déterminé suivant la norme
FIL(1987) Gottlieb. Son principe repose sur une extraction des lipides au moyen d'éther
diéthylique et d'éther de pétrole puis, le mélange de solvants est évaporé et les lipides
extraits sont pesés.

La matiere azotée totale : elle est déterminée par la méthode de KJELDAHL, en
minéralisant la poudre par I'acide sulfurique concentré en présence d'un catalyseur.
L'azote organique est transformé en azote ammoniacal par la soude et on le dose aprés
I’avoir recu dans 1'acide borique (indicateur). Le taux de matiere azote totale est obtenu
par convention en multipliant le taux d'azote total par le coefficient 6.25 (1SO, 1982 in
CIRAD, 2003).

Le pH : le pH (potentiel hydrogéne ) représente la mesure de 1’acidité ou de 1’alcalinité
en chimie d’une solution ou d’un milieu. Les valeurs du pH varient de 1 a 14 unités sur

une échelle logarithmique en solution aqueuse (Actu-Environnement, 2022).

Le papier pH, se présente sous la forme de bandes étroites de papier imbibées d’un
indicateur universel. Il se compose d’un mélange d’indicateurs de différentes couleurs
qui varient en fonction du pH de la solution testée. Une goutte du liquide a evaluer est

déposée sur le papier pH et un changement de coloration s’observe immédiatement.

La lecture et ’interprétation des résultats se font par comparaison entre la teinte
obtenue et le code couleur fourni avec la boite de papier pH. (Actu-Environnement,
2022).

23



Partie expérimentale Matériel et Méthodes

Conductivité électrique : La conductivité électrique caractérise 1’aptitude d’un
matériau ou d’une solution a laisser les charges électriques se déplacer librement et
donc permettre le passage d’un courant électrique. Elle est mesurée a l'aide d'un

conductimetre, exprimée (mS/cm).
Les sucres solubles totaux

Sont dosés par la méthode au phénol de DUBOIS et al. (1956). Elle consiste a prendre
100 mg de mariée fraiche, placées dans des tubes a essais, on ajoute 3 ml d'éthanol a
80% pour faire I'extraction des sucres. On laisse a température ambiante pendant 48h a
I'obscurité. Au moment du dosage les tubes sont placés dans I'étuve a 80C° pour faire
évaporé l'alcool. Dans chaque tube on ajoute 20ml d'eau distillée a I'extrait. C'est la

solution a analyser.

Dans des tubes a essais propres, on met 2ml de la solution a analyser, on ajoute 1ml de
phénol a 5% (le phénol est dilué dans de I'eau distillée); on ajoute rapidement 5ml
d'acide sulfurique concentré 96% tout en évitant de verser de l'acide contre les parois
du tube. On obtient, une solution jaune orange a la surface, on passe au vortex pour
homogénéiser la couleur de la solution. On laisse les tubes pendant 10mn et on les place
au bain-marie pour 10 a 20mn a une température de 30 °C (La couleur de la réaction
est stable pendant plusieurs heures). Les mesures d'absorbances sont effectuées a une
longueur d'ondes de 485nm. La courbe d'étalonnage est réalisée selon I'équation
suivante : Y=3,868.

2.3.1. Détermination des propriétés d'hydratation :

La solubilité : c'est un critére essentiel dans le contrdle de la qualité des poudres
destinées a étre réincorporées en phase aqueuse .L'indice de solubilité est mésure selon
la norme ADPI (2002b) ou la méthode de Niro Atomizer (1978) et permet de déterminer
I'aptitude d'une poudre a se solubiliser. Aprés des séries de centrifugation définies le

culot est pesé.

3. Evaluation de croissance dans le milieux de culture

Afin d’évaluer I'efficacité des poudres de cladodes d’Aloe vera comme nouveau milieu
de culture pour différents microorganismes, on a opté pour deux souches bactériennes
(Escherichia coli et Staphylococcus aureus) ainsi que deux souches fongiques
(Fusarium oxysporum et Aspergillus niger).
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Les différents microorganismes utilisés sont issus d’une collection conservée au sein
du laboratoire de la faculté des sciences de la nature et de la vie de I’université Ibn
Khaldoun de Tiaret. Le protocole de la culture des différents microorganismes est le

suivant

3.1. Ensemencement et mise en culture des bactéries

3.1.1. Préparation de la suspension bactérienne

Dans des conditions stériles, prélever une colonie isolée représentant la souche a
I’étude avec une pipette Pasteur ; répartir en bandes sur une nouvelle boite de milieu
de démarrage (c’est-a-dire un milieu contenant les nutriments nécessaires pour initier
le développement), L’ensemble du milieu est ensuite incubé pendant 18 a 24 heures a

la température optimale pour le développement de la souche.

Apres plusieurs heures (24 heures), certaines des cellules bactériennes inoculées se sont
transformées en colonies d’aspect pelucheux coloré ou incolore. C’est 1’étape de
I’illumination ou du réveil. Les colonies continueront a proliférer tant qu’elles resteront

dans ce milieu de départ.

a la fin de cette étape, des suspensions troubles des souches revivifiée seront réalisées
en prélevant 3 4 5 colonies bien isolées et identiques. On les dépose dans 5 ml d’eau
physiologique stérile puis on agite au vortex. Les concentrations bactériennes de
I’inoculum sont évaluées par turbidité et sont exprimées par la mesure de la densité
optique (DO a 600 nm) sur un spectrophotométre. Une DO de 0.08 a 0.1 correspond a

une concentration de 108 UFC/mL.

3.1.2. Ensemencement bactérien

La suspension bactérienne préparée a partir d’une culture jeune (18h), en milieu
bouillon nutritif (BN), diluée dans de I’eau physiologique de maniére a renfermer 108
germes/ml, est d’abord ensemencée en surface sur milieu gélosé en boite de Pétri de 9
cm de diameétre. Ensuite, les boftes de Pétri sont placées dans une étuve pour incubation
a 35+2 °C pendant 72 heures.

Sur les deux milieux de culture coulés en boites de Pétri, I’ensemencement a été fait en

stries transversales de sorte que chaque cellule se développe en une colonie isolée. Les
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milieux ainsi ensemencés sont transférés a 1’incubateur (étuve). La durée d’incubation

été de 72 heures, a une température de 37°C. Chaque test est réalisé trois fois au cours

Dépot de I’inoculum bactérien
sur les différents milieux

Ensemencement par étalement

de trois expériences successives.

INCUBATION @ 48 heures

Développement microbien

Figure 7 : Mise en culture et évaluation de la croissance bactérienne.

3.1.1. Evaluation de la croissance

La croissance se traduira par 1’apparition de colonies isolées ou un amas de micro-
organismes chacun originant d’une méme cellule. Le nombre de colonie a la surface
seront comparés entre les différents milieux afin de classer ces milieux et interpréter la

sensibilité des souches pour chaque milieu.

Le calcul d'UFC aprés dénombrement sur milieu solide sans répétition
N x F

UFC =
\'

N = nombres de colonies ; V = volume de dilution ; F = facteur de dilution

Nombre de colonies (UFC/mL) = (germes/ml) = (bactérie/ml).

3.2. Ensemencement fongiques

Sur les deux milieux de culture coulés en boites de Pétri, I’ensemencement fongique a
éteé fait par un dépot de fragment de 5 mm de diametre de chaque souche (Fusarium
oxysporum et Aspergillus niger) au centre de la boite de Petri, ces disques fongiques

ont été prélevés a partir d’un tapis mycélien issu de culture de 7 jours.
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Les milieux ainsi ensemencés sont incubés a 1’obscurité a 25 + 2 °C.

\ Croissance fongique

Diamétre

Figure 8 : Mise en culture et évaluation de la croissance fongique.

3.2.1. Evaluation de la croissance fongique

La croissance du mycélium a été mesurée avec une regle graduée a la méme heure
chaque jour, passant par le centre de la boite dans deux 2 directions perpendiculaires,
et la moyenne des deux 2 diamétres perpendiculaires a été soustraite du diametre de
disque (5mm) et comparée l'une a l'autre afin de classer ces différents milieux et
expliquer la sensibilité de chaque souche fongique a chaque milieu de culture. La

croissance diamétrale finale est estimée apres 7 jours d’incubation.
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Résultats et discussion

Chapitre 02 : Resultats et discussion

Cet avant-dernier chapitre présente les résultats obtenus durant tout le processus

expérimental et leur discussion.

1. Analyses des propriétés physico-organoleptiques

Tableau 5 : Caractéristiques physico-organoleptiques.

Milieu Milieu A (Poudre d’Aloe | Milieu B (Poudre 1’Aloe
avec peau) sans peau)

Caractéristiques physicochimiques

Densité 1,5 1.28

pH 5,35 5,17
CE(mS/cm) 5,85 5,41

Lipide % 1,58 1,45

Taux de protéine % 0,91 0,89

Sucre totaux % 4,72 3,38

Cendre % 2,3 1,95

Caractéristiques organoleptiques

Couleur Marron foncé ‘ Marron claire
Odeur Absence d’odeurs étrangére ou anormales
Consistance de viscosité Plus ou moins solide ‘ Solide
Texture Sensiblement homogeéene

D’apres les résultats consignés dans le tableau 05, nous pouvons souligner que les

milieux obtenus des deux substratum A et B, sont d'une Couleurs marrons foncé pour

le premier et marron clair pour le deuxiéme, la teinte marron foncé est généralement

due a la présence du pigment de chlorophylle dans la peau de cladode.

Les deux milieux n’ont pas une odeur particuliére, leur consistance varie suivant leur

composition, le milieu B a base de poudre de cladode sans peau forme un milieu plus

ou moins solide (d0 a leur richesse en polysaccharide), et ceux a base de poudre ont un

aspect tres visqueux a température ambiante. Les caractéres organoleptiques restent

treés sensibles a I’oxydation que subissent les poudres en vieillissant, provoquant ainsi

des changements de leur aspect et couleur.

29




Partie expérimentale Résultats et discussion

L’analyse de de la composition chimique montre que le pH des deux milieux de culture
varie entre 5,35 et 5,17 est bien conforme avec le seuil de tolérance d’un grand nombre
de bacteries et champignons, qui exigent un pH entre 4,5< pH < 6 (Milhaud,et
al.,1953). Il est indispensable de contrdler le pH des milieux de culture pour une bonne
croissance des micro-organisme. Un milieu agressif peut inhiber le développement des
microorganismes en culture. D’aprés (Bockstaller,et Al.,2009) une acidification ou une
alcalinisation importante du milieu a pour effet de ralentir considérablement la
croissance bactérienne, voire d'entrainer la mort cellulaire lorsque des enzymes

indispensables sont inhibées.

La valeur de conductivité électrique CE obtenues sont comprises entre 5,85 et 5,41
mS/cm respectivement pour Milieu A et Milieu B, il faut savoir que le milieu qui
contient des sels minéraux possede une CE, cependant, CE n’indique pas
nécessairement la présence de sels ayant une valeur nutritive pour les organismes en

culture.

Nous avons trouvé que le taux de protéines dans les deux milieux est tres proche 0,91
et 0,89 % respectivement pour le milieu A et B. Les micro-organismes ont besoin de
substances azotée organiques ou inorganique dans le cas au les milieux de culture sont

a base d'extraits vegétaux.

La teneur en sucres totaux varie selon la nature de la poudre utilisée dans la préparation
du milieu de culture, elle est de 4,72 % dans le Milieu A et 3,38 % dans le milieu B.
Les bactéries et les champignons utilisée dans le cadre de ce travail sont hétérotrophe,
incapable de réaliser la photosynthese, les protéines et les sucres méme s'ils sont
présents qu'en toute petite quantité, il s'avere que leur présence est indispensable a la

survie de ces micro-organismes.

Par ailleurs ce méme tableau montre que le milieu A (poudre d'Aloe vera avec peau)
est plus riche en différents constituant nutritifs : lipide, protéine, sucre et cendre que le

milieu B (poudre d'Aloe vera sans peau).

NB. On a voulu faire une analyse de la composition minérale des cendres des deux
poudres mais le spectrophotométre de flamme était en panne donc on s’est limité au

taux de cendre.
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2. Effet des différents milieux sur la croissance bactérienne

La caractérisation du niveau de croissance et du développement bactérien apres 72

heures de l'incubation a permis d’établir le graphique suivant :

160000 -

. 140533
140000 - WE. coli OS. aureus

120000 A

100000 H

78100

80000 A
63778

60000 A 50100

40000 H

Nombre de colonies (UFC/mL)

20000 H

0

Milieu A (avec peau) Milieu B (san peau)

Figure 9 : Représentation graphique de la croissance bactérienne.

La figure 08 nous indique que la croissance bactérienne n'est pas similaire a chaque
milieu de culture, la souche E-coli a enregistré une croissance importante (140533
UFC/mL) sur milieu B par rapport au milieu de culture A, ce milieu a base de poudre
de cladode sans peau (mucilage) a aussi permis une croissance modérée de la souche

Staphylococcus aureus 63778 UFC/ mL.

Il a été observé que la souche Staphylococcus se développe d’une maniere dans les

deux milieux mais a un rythme plus faible que E-coli

Ces résultats montrent donc que les deux souches sont sensibles a la composition du
milieu A, soit parce qu'elles ne peuvent plus assurer leur métabolisme, soit a cause de
la présence d’une substance inhibitrice. La peau de cladode, n'étant pas épluchée, dans
le milieu A, cela signifie qu’elle contient des substances qui inhibe le développement
des souches cultivées sur ce milieu puisque 1’autre milieu sans peau a permis une

croissance méme modérée des deux souches.
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Figure 10 : Photo de la croissance bactérienne.

3. Effet des différents milieux sur la croissance fongique

La deuxieme phase de ce travail a consisté a évaluer la croissance radiale mycélienne
sur les différents milieux de culture. Les résultats relatifs aux effets des milieux de

culture sur la croissance radiale in vitro sont représentés a la figure 10 et 11.

45 A
40 = = = Aspergillus niger Milieu A
35 4
30 A
25 A
20 A
15 -
10 A
5

Aspergillus niger Milieu B

Diamétre (mm)

Nombre de jours

Figure 11 : Evolution de la croissance radiale durant les 7 jours.

L'examen des diameétres de croissance radiale des mycéliums est le premier examen
effectué apres incubation, il permet d’effectuer une premicre caractérisation du niveau
de croissance mycélienne dans chaque milieu. A l'issu de ces résultats il est clair
qu’apres premier jour de I'ensemencement, les diameétres croissance radiale ont varié

en fonction du milieu de culture, et en fonction de la souche en culture.
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L’évolution du diamétre fongique les plus élevés ont été observé dans le milieu B et ce
quel que soit la souche fongique avec des diametres de 39 et 36 mm apres 7 jours de

culture respectivement pour Fusarium oxysporum et Aspergillus niger.

0 I I I

Milieu A Milieu B Milieu A Milieu B

(%2
1

H
1

Taux de croissance (mm/j)
N w

=
1

Aspergillus niger Fusarium oxysporum

Figure 12 : Représentation graphique de la croissance fongique.

Le taux de croissance journalier montre que le milieu B a enregistré les plus grande

valeurs 5,14 et 5,57 mm respectivement pour Fusarium oxysporum et Aspergillus niger

On a constaté que 1’inoculum Aspergillus niger a enregistré le plus court diamétre de

mycélium sur les deux milieux.

Ces résultats indiquent aussi que le milieu A préparés a partir de poudre de cladode
avec peau aurait un effet négatif sur la croissance des souches puisqu’il a été remarqué

que les plus faibles valeurs de croissances radiales ont été enregistré sur ce milieu

Il est a noté aussi que les meilleures croissances radiales ont été toujours enregistrée

dans le milieu B.
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De nombreux territoires sont a la recherche de nouveaux leviers de développement
valorisant davantage leurs ressources parmi lesquelles les ressources agricoles capables
de soutenir la sécurité alimentaire, de créer des revenus et d’enclencher une dynamique
territoriale surtout en milieu rural. Dans cette gamme de produits agricoles, figure
I’Aloe vera. Cette ressource connait actuellement un regain d’intérét dans plusieurs
pays en raison de sa contribution dans la mise en valeur des terres marginalisées et des
zones arides et semi-arides, son adaptation a divers climats et sols, ainsi que ses

multiples utilisations.

Dans ce contexte, viens cette étude, qui a pour objectif la valorisation de cette ressource
dans ’obtention de produits a haute valeur ajoutée a travers la formulation d’un
nouveau milieu de culture in vitro, a base des extraits de poudre de ces feuilles
(cladodes), et d’évaluer les propriétés et les capacités de ce nouveau milieu de culture

a satisfaire les besoins nutritifs de quelques microorganismes.

Les principaux résultats obtenus, nous ont permis de constater une nette différence dans
le comportement des deux souche fongiques et bactériennes dans les différents milieux
de culture. En effet, le milieu B (poudre cladode sanspeau), est le plus productif et
affiche le meilleur rendement en terme de croissance des deux microorganismes, par
rapport au milieu A. La croissance des microorganismes n'est pas similaire a chaque
milieu de culture, puisque les facteurs influant sur la croissance et prolifération
microbienne in-vitro peuvent étre lie aux facteurs externes qui englobent, les milieux

de cultures notamment leur composition,

Ce point de vue est aussi appuyé par les résultats des analyses de la composition
chimique qui montre une les nutriments de base (source de carbohydrate, acide aminée
et élément minéraux) sont présent dans les deux milieux, ce qui a permet aux micro-

organismes de se multiplier

Pour conclure, on peut qualifier notre milieu comme un milieu ordinaire recommandé
pour la culture de certaines bactéries et champignons n'ayant pas d'exigence nutritive

particuliere.

Cette étude n’a pas la prétention d’étre exhaustive. Elle est principalement limitée par

le temps alloué pour la realisation et le manque des références.
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Le contenu est évidemment perfectible et ne constitue qu’une contribution pour
répondre au mieux aux termes de références de 1’étude. Comme complément a la

présente étude et comme perspectives, les points suivants nous semblent assez
pertinents :

e Pousser les recherches par une analyse complete de la composition chimique de la
plante.

e Prévoir des ¢études plus approfondies in vitro sur d’autres microorganismes.
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