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Introduction

Les céréales constituent un élément fondamental dans les traditions culinaires
algériennes. Culturellement et nutritionnellement, elles constituent la source principale des
calories alimentaires et le principal élément des rations alimentaires de base pour les

différents niveaux de revenu (Hamou et al., 2009).

Dans la plus part des cas la production des céréales est assurée par une seule récolte de
I’année alors que la consommation est prolongée toute au long de I’année d’ou la nécessité du
stockage. Malheureusement, de nombreux agents de détérioration (moisissures) sont la cause
de la perte d’une grande partie des récoltes de céréales les moisissures et leurs métabolites
secondaires entrainent a I’échelle mondiale des pertes de céréales et leurs dérivées, estimé de
54 10% (Pfhol-lezkowic za., 1999).

Les moisissures réduisent la qualité technologique (le taux de gluten) et sanitaire
(allergie, agents toxiques responsables de graves intoxications humaines et animales)
réduisant la valeur nutritionnelle, modifiant I’aspect organoleptique et en fin provoquant des
problémes économiques dus aux couts de détoxification des grains ou les rejets des produits
contaminés (Gacem, 2012).

Ces moisissures qui se développent sur certaines denrées alimentaires produisent des
substances toxiques appelées mycotoxines qui sont des métabolites secondaires a faible poids
moléculaire, qui représente un danger important a la santé humaine et animale (Quillien,J.F.
et al., 2002). La synthése des toxines fongiques et la croissance fongique sont donc
conditionnées par divers facteurs d’ordre physiques, chimiques (PH, Température, Source
d’azote, source de carbone...ect) (Alban G., 2016).

L’objectif de ce travail est de caractériser la flore fongique qui contamine les différentes
variétés des céréales commercialisées dans la région de Tiaret et d’étudier les facteurs
capables d’influencant sa croissance fongique et synthése des mycotoxines.
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I. Généralités sur les moisissures

Les champignons microscopiques (ou mycetes) sont des organismes hétérotrophes non
photosynthétiques, ils se subdivisent en deux grands groupes : les levures et les moisissures
(Bousseboua, 2003).

Les moisissures sont des champignons microscopiques filamenteux, eucaryotes et
immobiles (Nicklin et al., 2000). Elles sont communément utilisées pour désigner tout micro-
organisme fongique saprophyte ou parasite appartenant aux champignons supérieurs et
inferieurs (Chapeland-Leclerc et al., 2005 ; Reboux et Millon, 2008). Les moisissures sont
omniprésentes dans notre environnement. Certaines vivent en symbiose avec des végétaux,
d’autres sont des parasites des végétaux ou des animaux, d’autres sont des saprophytes se
développant sur des déchets organiques et contaminant les produits alimentaires (Bourgeois,
1989 ; Leveau et Bouix, 1993).

Les moisissures sont aérobies, en général, acidophiles (pH compris entre 3 et 7)
(Nicklin et al., 2000) et mésophiles (température optimale 20-30°C) (Botton et al., 1990).
Cependant, certaines espéces sont psycrophiles, se développant a basse température (T°<15°C
ou méme parfois < 0°C, comme Cladosporium herbarium et Thamnidium elegans). Elles ont,
en générale, un faible besoin en eau par rapport a d’autres microorganismes (Aw = 0.65)
(Boiron, 1996). Elles sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes : (cellulolytique,
pectinolytique, amylolytique, protéolytique, lipolytique, etc.), qui en font des agents de
dégradation dangereux, mais aussi parfois des alliés utiles (affinage des fromages, production
d’enzymes) (Guiraud et Galzy, 1980).

1.2. Moisissures des céréales

Plus de 150 especes des moisissures différentes sont susceptibles de souiller les produits
agricoles et alimentaires. La plupart des moisissures sont présentes probablement sur les

grains de céreales comme contaminants extérieures (Christensen, 1982).

Les fourrages et les céréales sont naturellement en contact avec des spores fongiques
avant, pendant et aprés la récolte, durant le transport et le stockage. Les moisissures sont
capables de provoquer d’importantes détériorations, dans le domaine agronomique. Ainsi, leur
présence indésirable donne aux aliments des odeurs moisies et modifient leurs aspect via la
production de pigments, comme la mélanine. 1l y a donc une réduction quantitative et

qualitative de la valeur alimentaire de la denrée, accompagnée d’une baisse du rendement des
2
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récoltes. Les métabolites produites par ces champignons lors de leur croissance sont
aussi des éléments majeurs dans I’altération des denrées alimentaires dont les mycotoxines

sont les plus graves en raison de risque d’intoxication (Nguyen, 2007).

Dans ce sens il a été signalé que les graines alimentaires représentent de véritable
substrats pour ce champignons filamenteux notamment en cas d’entreposage défectueux qui
cause I’altération et la dépréciation de leurs qualité hygiénique organoleptique et
nutritionnelle.La croissance fongique est régie par de nombreux parametres physicochimiques
(la température, la nature du substrat et le pH) (Jouany et Yiairnikouris, 2002).

1.3. Genres fongiques responsables de la synthése des mycotoxines

Les mycotoxines sont produites par 5 genres de champignons : Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Claviceps et Alternaria (Miller et Trenholm, 1994).

1.3.1. Genre Aspergillus

Les champignons du genre Aspergillus appartiennent a I’embranchement des
Ascomycota par leur mode de reproduction sexuée. Le thalle, hyalin ou coloré, présente un
mycélium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en vésicule (Toffa,
2015).

Ce genre Aspergillus signifie « aspersoir » a cause de la forme de ses tétes aspergillaires
(Galinas, 1995) (Figure n°® 01). Ce sont des moisissures a filaments cloisonnés hyalins,
appartenant a la famille des Trichocomaceae et & I’embranchement des Ascomycota (EOL,
2014). Les Aspergillus sont des contaminants trés communs, ce genre comprend de 180 & 250
espéeces selon les auteurs dont seules Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A. terreus,
et A.niger sont considérées comme thermotolérantes (Reboux et al., 2010).
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Figure n° 01 : Schéma d’une téte Aspergillaire (Anonyme, 2012).

1.3.2. Genre Penicillium

Le Penicillium réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des
Ascomycota (Pitt, 1988). Il comporte plus de 200 espéces, qui se rencontrent partout (Reboux
et al., 2010). Ce genre se caractérise par I’aspect du conidiophore qui est divisé en articles,

rappelant ainsi la forme d’un pinceau (Champion, 1997) (Figure n° 02).
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Figure n° 02 : Schéma de I’organe fructifere de Penicillium (pénicille)

(Visagie et al., 2014).
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1.3.3. Genre Fusarium

Le nom Fusarium vient de « fusus » qui signifie fuseau d’apres la forme de ces
macroconidies fusiforme et cloisonnées (Galinas, 1995) (Figure n° 03). Le genre Fusarium
représente des especes pathogenes et saprophytes. Les espéces rencontrées sont surtout : F.
culmorum, F. oxysporum, F. graminearum, F. avenaceum et F. poae (Van der Burgt et al.,
2009). Ces champignons sont capables de produire des mycotoxines. Les deux espéces F.
culmorum et F. graminearum provoquent la pourriture de la tige et la brilure de I’épi du blé
et ces infections de champs peuvent conduire a I’altération post récolte de ce produit s’il est
stocké a une trop forte activité de I’eau (Adams et al., 2008). Ils réduisent aussi le rendement
et la qualité des céréales et compromettent la valeur boulangere du blé. Elles ont besoin d’une
humidité élevée pour croitre (Abramson et al., 2001).

Figure n° 03 : Schéma des conidies de Fusarium.
a : microconidies ; b : chlamydospores (www.telmeds.org)).
1.4. Effets des moisissures

Les champignons sont d'un grand intérét pour I'Homme dans plusieurs domaines
d'activités. En agroalimentaire, certains champignons, a l'instar de la levure Saccharomyces
cereviceae, sont utilisées en fromagerie et en patisserie, mais également dans la production de
boissons alcooliques par fermentation (Piskur et al.,2006). Dans le domaine médical, la levure
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Saccharomyces cerevisiae est un organisme modele pour I’étude des processus cellulaires, et

le premier eucaryote dont le génome a été complétement séquencé (Goffeau et al., 1996).

En écologie, les champignons saprophytes participent au maintien de I'équilibre
écologique en libérant dans l'environnement, a partir de la matiere qu'ils décomposent, du

carbone et des sels minéraux (Joffin, 2003).

En biotechnologie, les champignons tels que Ashbya gossypii, sont exploités dans la
production de vitamines A, B ou D (Santos et al., 2009). Dans le domaine de la pharmacie,
plusieurs especes de champignons sont utilisées pour la synthese de médicaments. Le
polysaccharide K, produits chimiques dérivées de Trametes versicolor, est utilisé comme
adjuvant dans le traitement du cancer (Dongmo, 2009). Les pénicillines sont utilisées dans le
traitement d'infections bactériennes, principalement contre des bactéries a Gram positif.
Environ 22% des antibiotiques identifiés sont produits par les champignons filamenteux
(Damien, 2015). La pénicilline est produite par P. chrysogenum, la céphalosporine par

Cephalosporium acremonium etc.

En agriculture, les champignons tels que Beauveria bassiana sont utilisés dans la lutte
biologique. Ce champignon permet de lutter contre le doryphore dans la culture des pommes
de terre ou contre une chenille responsable de la pyrale du mais (Becker et al., 1998).

D’autres sont nuisibles et toxinogenes pour I’Homme et les animaux qui peuvent se
développer sur différents substrats en provoquant I’altération des denrées alimentaires
produisant des métabolites toxiques (mycotoxines) , dans certaines conditions de températures
et d’humidité (Boudra, 2009).
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I1.1. Découverte des mycotoxines

La contamination des aliments par les champignons toxiques n’est pas un nouveau
phénoméne. Dés le moyen &ge, les chroniques décrivent les effets mortels de I'ergot du seigle
dont l'agent causal Claviceps purpurea est responsable de I'élaboration d'une toxine mortelle :
I'ergotamine (Derache, 1986). En Angleterre (1960), l'ingestion d’une farine d'arachide
importée du Brésil et contaminée par Aspergillus flavus a entrainé la mort brutale d'une
centaine de milliers de dindonneaux aprés I’apparition des premiers symptémes : perte de
I’appétit, faiblesse des ailes et léthargie. Cet événement dénommé autrefois tout simplement
« Turkey-X-Disease » a donné le départ d'une série d'études et de recherches physico-
chimiques et toxicologiques sur les substances actives élaborées par les moisissures. Ainsi en

1960, le nom d’aflatoxine est attribué a cette nouvelle matiere toxique (Bradburn, 1994).

Plus tard, un grand nombre d’espéces au sein des genres Aspergillus et Penicillium ont
été reconnues ochratoxinogenes. Plusieurs maladies humaines sont spéculées ou attribuées a
cette mycotoxine, telles que la néphropathie endémique des pays du Balkans (Petrova-
Bocharova et al., 1988), les tumeurs du tractus urinaire et rénales observées en Tunisie
(Zinedine et al., 2007) et en Egypte (Waffa et al., 1998 ; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002 ;
Chapeland- Leclerc et al., 2005).

Les recherches ultérieures, amenérent a la découverte d’autres mycotoxines et
aboutirent a la mise en évidence d’un pouvoir cancérogéne intense de certaines de ces toxines,
entrainant ainsi, le début de travaux scientifiques d’envergure. La liste de ces mycotoxines est
impressionnante (plus de 300) et ne cesse d’augmenter (Chapeland-leclerc et al., 2005 ;
Intercéréales, 2014 ; Darwish et al., 2014).

11.2. Origine et nature des mycotoxines

Du grec mukos (champignon) et du latin toxicum (poison), le terme mycotoxines
désigne des substances naturelles synthétisées par un métabolisme secondaire de moisissures
telles que : Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria et Claviceps, tout en exergant un
pouvoir toxique réel pour le consommateur (Homme et animal), une fois ingérées méme en
faibles concentrations (Reboux, 2006). De maniére générale, les mycotoxines sont des
métabolites secondaires, toxiques, de faible poids moléculaire (entre 200 et 10.000 daltons),
excrétées par certaines moisissures, qui se développent sur divers produits agricoles sous des
conditions particuliéres (Krska, 2009). A ce jour, 300 & 400 mycotoxines sont connues
(Pamel et al., 2010).
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Il s’agit de petites molécules peu solubles dans I’eau, peu volatiles non dégradables par
les organismes vivants. Elles sont trés stables a I’acidité et a la chaleur, puisque nous pouvons
les retrouver dans les aliments aprés cuisson ou méme apres stérilisation (Ruppol et al., 2004).
L'origine chimique des mycotoxines est trés diverse, certaines derivent des polycétoacides
(aflatoxines, ochratoxine, patuline, stérigmatocystine), d’autres des acides aminés (alcaloides
de l'ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique) et les derniers sont des dérivés
terpéniques (désoxynivalénol, diacétoxyscirpénol, fusarénone,) (Leclerc et al., 2005).

11.3. Principales mycotoxines et les denrées alimentaires

Plus de 2500 mycotoxines ont été répertoriées, mais seule une trentaine possederait des
propriétés toxiques réellement préoccupantes pour I'Homme ou l'animal. Les aliments les plus
touchées par les moisissures toxinogénes peuvent étre d’origine animale ou végétale. Les
céréales sont les denrées alimentaires végétales les plus fréquemment contaminées (en plein
champ ou lors du stockage). Les autres produits d’origine végétale sont les fruits (y compris
leurs jus et leurs produits de fermentation tels que les vins, le cidre et leurs dérivés secs), les
épices, le café et le cacao. Des produits et aliments d’origine animale tels que le lait, le sang,
les abats et tout ce qui en dérive doivent retenir I’attention (Afssa, 2009) (tableau n°® 01).

Tableau n° 01: Les principales moisissures et mycotoxines retrouvées dans certains aliments
(Nguyen, 2007).

Moisissure Mycotoxine Denrées
Aflatoxines Mais, riz, cacahuéte, graines de
Aspergillus Stérigmatocystine coton, de potiron, haricots, tissus
] d’animaux(jambon, lard,saucisse),
Ochratoxines A ) o
lait et dérivés
Trichothécenes(déoxynivalénol, BIé,mais, orge, riz, seigle, avoine,
. toxine-T2,diacétoxyscirpénol), noix
Fusarium . o
fumonisines,zéaralénone,
moniliformine, fusarenone
Penicillium Patuline, ochratoxine A, citrinine, | Fruits et jus de fruits, blé et
acide cyclopiazonique, pénitrem A | dérivés, riz, fromage, noix
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11.4. La mycotoxicogenése

La mycotoxicogenese correspond a I’ensemble des conditions nécessaires au processus
de synthese et de sécrétion des toxines fongiques dans I’environnement. La production de
toxines et le développement fongique sont étroitement liés. Les facteurs capables d’influencer
la croissance fongique joueront aussi un réle sur la toxinogenese. En revanche, les conditions
favorables de la toxinogenese sont plus étroites que celles favorisant le développement
fongique dont les facteurs physiques chimiques et biologiques (Moreau, 1994).

I11.5. Facteurs favorisants la croissance des moisissures

Les facteurs de croissance sont des composés indispensables a la nutrition et a la
croissance de certains microorganismes (Leclerc et al., 1995).

11.5.1 Eléments nutritifs

Les moisissures sont des hétérotrophes, elles exigent donc la présence des éléments
nutritifs de base (carbone, azote) dans le milieu qui assure leur croissance. Les moisissures
possedent un arsenal enzymatique extrémement riche, qui leur permet d’utiliser plus

efficacement, encore que les bactéries, (Davet, 1996).
11.5.2. Source de carbone et d’énergie

Pratiquement tous les composés organiques peuvent étre utilisés comme source de
carbone et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le
glucose et le saccharose avec quelques polysaccharides comme I’amidon et la cellulose
(Boiron,1996 ; Nicklin et al., 2000). Certains dentre elle produisent des lipases
extracellulaires capable d'hydrolyser les lipides en glycérol et acide gras qui peuvent étre
assimilés par beaucoup d'especes fongiques, alors que seulement certaines especes utilisent
les acides organiques et I'éthanol (Boiron, 1996 ; Tabuc , 2007).

11.5.3. Source d’azote

La plupart des moisissures assimilent I’'ammoniaque sous forme de sels (NH,), dont la
présence réprime I’utilisation d’autres sources azotées (nitrate, acides aminés, protéines).
L’ammoniaque est transformé en acide glutamique, en glutamine ou en d’autres acides aminés

par transamination (Boiron, 1996), alors que seules certaines espéces utilisent le nitrate,

10
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d’autres ne peuvent croitre qu’en présence d’azote organique et aucune moisissure ne peut

fixer I’azote atmosphérique (Devet, 1997 ; Belyagoubi, 2006).
11.5.4. Température

La température joue un rdle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle intervient
également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989). La plupart des
moisissures sont mésophiles avec un optimal de croissance de 25 a 35°C (Botton et al., 1999 ;
Julien, 2002). Quelques espéces sont thermotolérantes ou thermophiles et peuvent croitre a
haute température (au-dessus de 50°C) avec une croissance optimale aux environ de 20 a
25°C, Aspergillus fumigatus en est un bon exemple (Botton et al., 1999 ; Nicklin et al.,
2000). Dautres sont des psychrophiles ou psychrotolérantes se développant a basses
températures (entre -5 et 10°C), tels que Helicostylum pulchrum, Chrysosporium pannorum et
Cladosporium herbarum, ces especes peuvent survivre méme a -60°C, on les rencontre dans

des entrepdts frigorifiques (Davet, 1996 ; Botton et al., 1999).
11.5.5. pH

Le pH du milieu est un facteur important pour la croissance des moisissures et
la production des mycotoxines. La plupart des moisissures croissent dans des pH acides et
peuvent tolérer des valeurs de pH trés basses (Le Baras et al., 1987). D’autres sont capables
de croitre dans des pHs Iégerement acides, c’est le cas de Fusarium culmorum, Trichoderma
harzianum et Aspergillus oryzae (Urbanek et al., 1984 ; Delgado-Jarana et al., 2002).
Cependant, les enzymes extracellulaires produites dans des milieux complexes peuvent avoir
des optima de pH d’activité trés différents (plus acides ou plus basiques) (Botton et al., 1999).
Par ailleurs, les champignons modifient souvent le pH du milieu par absorption sélective et
échange d’ions, production de CO, ou de NH;zou par production d’acides (Boiron, 1996).

11.5.6. Activité de I’eau (Aw)

L’activité de I’eau est un facteur qui influe sur la croissance des champignons. Elle est
définie comme le rapport de la pression de vapeur d’eau d’un produit (p) sur la pression de
vapeur de I’eau pure (p0), a une température donnée (Pitt, 1985).Quelque soit la nature de
I’aliment, aucun micro-organisme ne peut se développer a une Aw inférieure a 0,65. Il s’agit
d’un paramétre dont I’influence est déterminante sur le développement des moisissures, ainsi

sur la production de mycotoxines (Belli et al., 2004). La limite inférieure de I’Aw pour la

11
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croissance de P. martensii et A. nidulans est de 0,8 ; celle d’A. candidus est de 0,75 (Carlile et
Watkinson, 1996)

11.5.7. L’atmosphére gazeuse

Les moisissures demandent de I’oxygéne pour se développer. Elles sont aérobies mais
certains peuvent s’adapter a une atmosphere confinée plus riche en gaz carbonique que I’air,
par exemple Byssochloramys niveau, Paecilomyces varioti et Aspergillus clavatus trois
especes productrices de « Patuline » s’adaptent & un milieu anaérobie. Mais dans I’ensemble,
un accroissement de la teneur en gaz carbonique du milieu diminue et supprime la croissance

des moisissures (Derache, 1986).
11.6. Effets des mycotoxines

Les mycotoxines constituent un danger imminent, qui tire le signal d’alarme, en raison
des pertes économiques importantes qui sont liées a leurs effets sur la santé de I’Homme, sur
la productivité animale et sur le commerce national et international. La FAO estime, que plus
de 25 % des récoltes mondiales sont significativement contaminées par des mycotoxines
(Krska, 2009) (tableau n° 02).

Tableau n° 02: Principales mycotoxines et leurs effets selon (Brochard et Le Bacle, 2009).

Mycotoxines Effets

Aflatoxines Hépatotoxique-Mutagéne-cancérogéne-

immunotoxique

Citrinine Néphrotoxique

Fumonisine B1 Neurotoxique-Hépatotoxique- cancérogene-

immunotoxique

Ochratoxines Neurotoxique- Mutagene- cancérogene-

Patuline Neurotoxique- Mutagéne

Pénitréme A Neurotoxique

12
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Stérigmatocystine

Hépatotoxique- cancérogene

Trichothécénes

Hépatotoxique-Hématotoxique-cancérogene-

immunotoxique

Zéaralénone

Ostrogénique-effet sur la fertilité et la

reproduction

13
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I.1. Objectif du travail

Le présent travail consiste a isoler et identifier la mycoflore fongique mycotoxinogene
des graines de céréales (blé, mais et orge) commercialiseés dans la région de Tiaret, ainsi
d’étudier les facteurs capables d’influencer la croissance fongique et la synthése de
mycotoxines dans le but de contribuer dans I’amélioration des conditions de stockage.

1.2. Lieu et durée du travail

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire microbiologie et technologie alimentaire
de Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de I’Université Ibn Khaldoun-Tiaret, du 19
Février au 30 Avril 2018.

1.3. Matériel utilisé
1.3.1. Matériel végétatif

L’étude porte sur trois types de céréales (blé, mais et orge) commercialisés, dans
différentes communes de la wilaya de Tiaret (Tiaret ville, Tousnina et Ain Kermes) qui sont
destinés pour I’alimentation humaine (Figure n°® 04).

Mais Blé Orae

Figure n° 04 : Aspect des différents grains de céréales utilisés.

1.3.2. Milieux de culture

Quatre milieux de culture synthétiques (Annexe n° 1) ont été utilisés pour I’isolement,
I’identification et I’étude physicochimique des moisissures.




Etude expérimentale Matériel et méthodes

1.3.3. Autres matériels

1.3.3.1. Matériels et appareillage
L’appareillage et la verrerie utilisés dans ce travail sont illustrés sur le Tableau n° 03.

Tableau n° 03 : Appareillage et Verreries.

Appareillage Verreries Produits chimiques | Milieux de culture
Agitateur (IKAMAG AH) Ance de platine Amidon Potato-Dextrose-Agar
(PDA)
Autoclave(wolf,weskzeug Bécher Fructose
icht bau 7340 geisli ) Potato-Dextrose-Broth
vorrichtungsbau eislingen).
: : : Boites de Pétri Glucose (PDB).
Balance analytique (KERN). c Lact Czapeck-Dox-Agar
prouvettes actose (CDB).
Balance ordinaire (KERN).
Erlennmeyers Sucrose Agar 2%
Bec benzéne . .
Flacons Nitrate de potassium
Incubateur (Memmert). (KNO»)
Lames
Microscope (OPTIKA B-350). ) Nitrate de sodium
Pipette Pasteur
. (N&NOg)
pH metre (LEYBOLD . )
Tube a essali ]
HERAEUS.62865 ). Nitrate
d’ammonium
Vortex (techno kartell TK3S).
(NH;NO3)

Nitrite de sodium
(NaNOz).
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1.4. Protocole expérimental

Echantillonnage

— T~

Mais Orge Blé dur

7

~—

Isolement PDA+ATB
(céfazoline)

7jours 28°C

\ 4

Purification par culture
monospore Agar 2%

A

Caractérisation des moisissures

Identification

Observation
macroscopiqu

Observation
microscopique

Etude physicochimique

Potato-Dextrose-Broth Czapeck-Dox-Broth

Température pH Source Source de
d’azote carbone
20 4 NaNO3 Saccharose
28 7 NaNO2 Glucose
) NHa4 Amidon
35 7 Jours KNO3 Fructose
40 11 Lactose

Etude statistique « ANOVA » et Modélisation par équation polynomiale d’ordre 2
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Figure n° 05 : Schéma du protocole expérimental.
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1.4.1 Echantillonnage

Pour rappel, trois échantillons de céréales commercialisées (orge, mais et blé) ont été

prélevés de facon aléatoire sans emballage adéquat.
Dans le Tableau n°® 4, nous résumons les conditions d’échantillonnage.

Tableau n° 04 : Différentes origines d’échantillonnage.

Especes | Date de préléevement |Provenance Aspect Quantité

Blé 14/02/2018 100g
Tiaret Noiratre de calibre

Mais 10/02/2018 Tousnina normal, avec une |4,
Ain Kermes partie carrée

Orge 16/02/2018 100g

1.4.2. I1solement & partir de différents grains de céréales

La technique d’isolement utilisée est celle décrite par Davet et Rouxel (1997) avec
quelques modifications. Nous avons d’abord sélectionné des grains de blé, mais et orge, que
nous avons ensuite rincé a I’eau distillée puis désinfecté avec I’hypochlorite de sodium (eau
de javel) 13°dilué a 30% pendent trois minutes, pour une désinfection superficielle et a fin
d’éliminer les bactéries. Les grains ont été rincés trois fois avec de I’eau distillée stérilisée
pour éliminer les traces de I’hypochlorite de sodium. Aprés ringage, 10 grains ont été placés
sur le milieu PDA. Les boites de Pétri ont été incubées a 28 °C pendent 72 h (Figure n° 08).

18
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Figure n° 06 : Isolement a partir de trois types de céréales sur milieu PDA.
A:blé ;b:mais; c: orge.
1.4.3. Purification des isolats

Le but de cette technique est d’obtenir un matériel fongique génétiqguement homogeéne. La
purification a été réalisée par culture monospore selon la méthode de (Henni et al., 1994) avec
des modifications. A partir de cette technique repose sur la préparation de dilutions décimales
(Figure n° 07). Les cultures monospores ont été obtenues dans des conditions stériles. Un
fragment de mycélium a été introduit dans 9 ml d’eau distillée stérilisée, que nous avons agité
vigoureusement au vortex pour libérer les conidies. Un volume de 0,1 ml a été déposé et étalé
sur la surface du milieu Agar 2 % en boite de Pétri. Aprées incubation a 28°C pendant 24 a 48
heures, une observation a I’ceil nu suffit pour repiquer les germinations issues d’une seule et
unique conidie sur différentes boites de Pétri contenant le milieu PDA. Les boites ont été
incubées a 28°C pendant 5 a 7 jours.
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Etude expérimentale

— 1 ml 1 ml ,.r""—l ml =
DT T

) ———=
Fragment de
mycélium
A ) ) -
Agitation Agitation Agitation Agitation
TRy e - o o~ ", sum e

-l S () = B (7) = ) - ;‘*‘

b Ml | b Ml | Y 4 I""'\:C' .:‘_

JIN ZTN /TN /TN

Etalement d’un volume de 0,1 ml sur milieu Agar 2 %, dans chaque boite de Petri

Incubation a 28°C pendant 24 a 48 h

Repiquage des germinations sur différentes boites de PDA
puis incubation a 28 °C pendant 5 a 7 jours

Figure n° 07: Schéma démonstratif des étapes de la purification du champignon par culture
monospore.
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1.4.4. Identification des champignons

La purification des isolats nous a permis par la suite de réaliser une identification
morphologique, en se basant sur les caractéres macroscopiques et microscopiques.

1.4.4.1.1dentification macroscopique

Pour procéder a I’identification macroscopique des champignons purifiés, nous avons
utilisé la méthode décrite par (Booth, 1984 ; Nelson et al., 1981) avec quelques modifications.
Cette identification est basée sur des observations a I’eeil nu. Nous avons noté les caractéres
culturaux notamment : la pigmentation de la face et de I’envers des colonies, la vitesse de

croissance, le contour des colonies et I’aspect du mycélium.
1.4.4.2. Identification microscopique

Pour une bonne observation des caracteres microscopiques des champignons, nous avons
utilisé la technique du drapeau (Figure n° 08) décrite par Guezlane-Tebibel et al. (2011) qui
permet d’examiner directement une culture mycélienne sur une lame et qui pourra étre
conservée par la suite. Cette technique consiste a prélever une empreinte sur le bord de la
colonie fongique, par un fragment de ruban adhésif. Nous avons recollé ce dernier sur une
lame, sur laquelle nous avons préalablement déposé une goutte de bleu de coton. Par la suite,
on est passé directement a I’observation par microscope optique au grossissement 400.

/ % E < i Empreinte fongiquc
/ Ruban adhésif

Dicpot du ruban adhésif

sur la lame

[Lame

... / Bleu de coton

Figure n°® 08 : Schématisation de la technique du drapeau utilisée pour I’observation d’une
empreinte fongique.
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1.4.5. Impact des conditions sur la croissance fongique

L’étude des caractéristiques physicochimique représente un axe reflétant la diversité de
croissance sur différents paramétres. Cette analyse a été réalisée en étudiant la croissance en

présance de carbone, d’azote, différents pH et différentes températures.
1.4.5.1. Influence des différentes sources de carbone

La diversité de croissance sur différentes sources de carbone a été realisée selon la
méthode décrite par Farooq et al. (2005). Cette méthode permet aussi de mettre en évidence la
source de carbone qui donne une croissance optimale. Elle consiste a I’utilisation de
différentes sources de carbones, introduites dans le milieu Czapeck-Dox-Broth (CDB). Les
sources de carbone utilisées sont toutes des glucides : amidon, Glucose, Fructose, Lactose et
Sucrose. Chaque glucide a été utilisé comme seule source de carbone dans le milieu de base
modifié CDB, ce qui a donné cinqg milieux CDB modifiés : CDB-amidon, CDB-glucose,
CDB-fructose, CDB-lactose et CDB- sucrose.

1.4.5.2. Influence des différentes sources d’azote

La méthode décrite par Ramteke et Kamble (2011) a été utilisée avec quelques
modifications, pour étudier la diversité de croissance sur différentes sources d’azote, en tenant
compte de la source qui donne une croissance optimale. Cette méthode consiste a I’utilisation
de différentes sources d’azotes, introduites dans le milieu CDB. Nous avons utilisé quatre
sources d’azote qui sont : Nitrate de potassium (KNO3), Nitrate de sodium (NaNOs), Nitrate
d’ammonium (NH;NOs) et Nitrite de sodium (NaNO,). Chaque composeé a été utilisé comme
seule source d’azote dans le milieu de base modifié CDB, ce qui a donné quatre milieux CDB
modifiés : CDB-KNO3;, CDB-NaNO3z;, CDB-NH;NO3; et CDB-NaNO,. Le milieu témoin a été

utilisé sans aucune source d’azote.
1.4.5.3. Influence de la température

Pour déterminer la diversité de croissance a par parametre des températures, et voir quelle
est la température la plus favorable pour la croissance des souches, nous avons procédeé a cette
étude en utilisant la méthode décrite par Desai et al. (2016), avec des modifications. Les
souches ont été incubées sur milieu PDA a 20, 28, 35 et 40°C.
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1.4.5.4. Influence du pH

Dans cette étude, nous avons utilisé la méthode décrite par Rathore et al., (2015) avec
quelques modifications pour analyser la diversité de croissance de nos souches, ainsi que de
mettre en évidence le pH qui leur permet une croissance optimale. Cette méthode consiste a
préparer des milieux PDB séparés avec différents pH.

La gamme de pH sur laquelle on a travaillé est : pH 4, 7, et 11. Ces valeurs de pH ont été
ajustés avec des solutions de tampon phosphate (solution KH,PO, , solution Na,HPQO,), pour
qu’ils ne soient pas influencés par les secrétions acides ou basiques des souches fongiques.

1.4.6. Analyse statistique

L’ analyse des résultats expérimentaux, la représentation graphique et la modélisation par
équation polynomiale d’ordre 2 ont été effectuées par les logiciels : Microsoft Office Excel
2007 et OriginPro 8. Pour étudier la variabilité de croissance fongique, sous différents
facteurs (sources de carbone, sources d’azote, pH et température), on a utilisé I’analyse de la
variance (ANOVA). Cette méthode consiste a mettre en évidence I’effet d’un/des facteur(s)

sur la croissance fongique.
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Il. Résultats
I1.1. Isolement des souches a partir de différents grains de céréales

Aprés 72 heures d’incubation, nous avons remarqué I’apparition de germinations
mycéliennes de pigmentation blanchatre, aux extrémités du matériel végétal, comme il est
indiqué sur la Figure n°® 09. Les isolats obtenus ont été purifiés par la culture monospore.

Mycélium

Figure n°® 09: Isolement des champignons a partir des grains de céréales.

Le Tableau n°® 05 représente Le developpement du mycélium en fonction du temps
d’incubation. Apres 6 jours d’incubation, la croissance du mycélium est observée. On voit
qu’il y a une grande contamination dans I’orge avec un pourcentage (80%), par rapport au
mais 67,5% et au blé 55%.

Tableau n° 05 : Pourcentage de la population fongique isolée a partir des céréales

(blé, mais et orge)

Blé Mais Orge
Région | T K Ts T K Ts T K Ts
% 30% 20% | 55% 67,50% 65% 35% 35% |80% |70%
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I11.2.1dentification des isolats

La purification des isolats par culture monospore,nous a permis de les identifier
macroscopiquement et microscopiquement.

11.2.1. Identification macroscopique

Cette identification macroscopique, nous a permit de mettre en évidence quatre
morphotypes différents pour 33 souches.Les morphotypes obtenus sont : cotonneux,
duveteux, et poudreux. Ces souches sont caractérisées par une pigmentation variable :
blanchétre, beige, rosatre et verte. ( Figure n° 14 annexe n° 2) présente les différents

morphotypes observes.

Fusarium(cotonneux) Aspergillus(Duveteux) Penicillium (Poudreux)

Figure n®10 : Observation macroscopique des différent morphotype obtenus .

L’observation macroscopique sur le milieu PDA, a permit de sélectionner 18 souches
productrices de mycotoxines, appartenant au genre Fusarium, 4 souches appartenant au genre
Penicillium, 3 souches appartenant au genre Aspergillus et 4 souches appartenant au genre
Altenaria parmi les 33 purifiées.

11.2.2. Identification microscopique

Toutes les moisissures isolées ont été soumises a une identification microscopique
(grossissement Gr 400 et Gr1000). Cette identification fondée essentiellement sur I’étude
morphologique de mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, différentiation) et des
spores (forme, couleur, texture de parois). Les résultats obtenus ont été rassemblés dans le
Tableau n° 06 ci-dessous.
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Tableau n° 06: Caractéres microscopiques des souches isolées des grains de céréales

Identification de la | Aspect microscopiquex100

souche

Penicillium

Aspergillus

Fusarium
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Les (03) souches appartenant au genre Aspergillus sont caractérisés par :

a. Mycélium cloisonné

b. Conidiophores isolés, ramifiés, terminés par un pénicille

c. Penicille constitué de phialides branchés directement a I'extrémité du conidiophore..
Les (04) souches appartenant au genre Penicillium sont caractérisé par :

a. Des conidies unicellulaires globuleuses

b. Des phialides en forme de quille, en verticilles sur des conidiophores ramifiés a angle

droit ou sur leurs branches latérales.
Les (18) souches appartenant au genre Fusarium sont caractérisé par :
a. mycélium cloisonné, macroconidies et microconidies
b. chlamydospores intercalaires en file

macroconidies a trois cloisons

o

d. microconidies
e. bicellulaires
f. microconidies unicellulaires regroupées en fausse téte, produites par une
monophialide reposant sur un microconidiophore.
11.3. Caractérisations physicochimiques

Les résultats ont permis de mettre en évidence 10 especes appartenant a différents
champignons (Fusarium, Aspergillus et Penicillium) sur différents paramétres physico-

chimique.
11.3.1. Influence de la source de carbone sur la croissance fongique

Les résultats illustrés sur la Figure n°10, représentent la masse fongique de I’ensemble
des souches testées,présence sur les différentes sources de carbone. On a remarqué une masse
de croissance fongique maximale 0,75-0,80 g pour la souche (F3) sur le milieu CDB-glucose,
et par la souche A2 sur le milieu CDB-amidon, puis la souche (P1) sur deux
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milieux CDB-glucose et CDB- saccharose avec 0,65-0,75 g. En effet la masse de la
croissance fongique minimale est celle de la souche (F1) sur le milieu CDB-glucose et elle est
de (0,25¢).Ces résultats nous montrent qu’il n’y a pas une grande différence (Figure n° 15
Annexe n°2) L’étude statistique a confirmée cette remarque et on a trouvé que la source de
carbone n'influence pas significativement la croissance fongique (P > 0,05) .

L’analyse de variance & un facteur de la croissance sur les différents sources de carbone

est représenté sur le (Tableau n° 07) en Annexe n°3.

0,80 I T I T I T I T I -Al
1 1 A2
0,75+ 7] EAs
] 11
0,70~ =2
: | Fs
0,65 —IC—JF4
J -|| . P
0,60 —|{|— P2
4 |/ P3
055+ i
) ; ]
< 050 -
% 4 4
© 0,45+ -
= 1 |
0,40 -
0,35 -
0,30 -
0,25 -
0,20

Glucose Saccharose Lactose Amidon Fructose

Source de Carbone

Figure n° 11: Influence de la source de carbone sur la croissance fongique
11.3.2. Influence de la source d’azote sur la croissance fongique

Les résultats obtenus sur la Figure n° 11 représentent la masse de la croissance de
I’ensemble des souches testées, sur les différentes sources d’azote. On voit qu’il y a une
masse fongique maximale des souches sur deux milieux (CDB- NaNO; et CDB- NH, ). Les
souches (A2, F2 et F4) poussent bien sur le milieu CDB- NaNOs et les souches (A2 et F2) sur
le milieu CDB- NH,, avec une masse qui varie entre (0,8-0,9g). Nous avons observé que
toutes les souches ont une masse qui varie entre (0,5-0,7g) dans différents source d’azote, a
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I’exception la souche (Al) sur le milieu CDB-KNO; qu’est de (0,45g). Puis la masse de
croissance minimale de la souche (P1) est sur le milieu CDB- NaNO; est de (0,35g). Ces

résultats nous montrent qu’il n’y a pas une grande différence (Figure n° 16 Annexe n°2).

L’étude statistique a confirmée cette remarque et on a trouvé qu’il n’y a pas une différence

significative de la croissance sur ces différentes sources d’azote (P > 0,05).

L’analyse de variance & un facteur de la croissance sur les différentes sources d’azote est
représentée sur (Tableau n° 08 en Annexe n° 3).

Masse (g)

NaNO3 NaNO2 NH4 KNO3

Source d'azote

Figure n° 12 : Influence de la source d’azote sur la croissance fongique.
11.3.3.Influence de la température sur la croissance fongique

Cette étude a été réalisée pour mettre en évidence la diversité de croissance a différentes
températures, determine une croissance maximal. Le milieu PDB a été utilise pour effectuer
cette étude.
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En se basant sur des mesures expérimentales nous avons développée un modele
empirique (équation polynomiale ordre 2) pour la prédiction de la croissance de différentes

températures.

M= A(T)?+B(T) + C

M :masse T :température A, B et C: variables.

D’aprés la Figure n° 12, qui montre I’effet de la température sur la croissance des
moisissures, nous remarquons que certaines moisissures adoptent le méme mode de
développement en fonction de la variation de la température. En effet, le Fusarium et le
Penicillium amorcent leurs croissance a partir de 20°C et suit leurs évolutions a 25°C puis
commence a s’incliner ou ils atteindrons la croissance maximale, qui varie entre (25-30°C),
plus précisément a 28°C, pour I’Aspergillus, nous remarquons que le mode de développement
est différent, ol nous constatons une chute remarquable du mode de développement avec

I’augmentation de la température.

L’évolution est maximale (2,2 a 2,4g) pour la souche F1 a 28°C. Les souches [A2, A3,
P1, P2, P3, F3 et F4] ont une masse de croissance qui varie entre (0,6 a 2g) a gamme de
température (25 - 30°C). Ces résultats nous montrent qu’il y a une grande différence d’effet
de température (Figure n°® 17 Annexe n°2), a I’exception Al et F2.0n observe qu’il n’y a
aucune croissance sur les erlenmeyers incubées de (20 a 40°C).L’étude statistique a
confirmée cette remarque et on a trouvé qu’il y a une différence significative de la croissance
a ces différentes températures (P < 0,05), donc la température est un facteur limitant la

croissance fongique .

L’analyse de variance a un facteur de la croissance sur les différentes températures

présentée sur le (Tableau n° 09 en Annexe n° 3).
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Al
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Figure n° 13: Influence de la température sur la croissance fongique selon une équation

polynomiale d’ordre 2.

11.3.4.Influence pH sur la croissance fongique

Cette étude a été réalisée pour mettre en évidence la diversité de croissance a différents
pH (4, 7,11), ainsi que celui qui permet une croissance optimale. Le milieu PDB a été utilisé
pour effectuer cette étude.

En se basant sur des mesures expérimentales nous avons développée un modele
empirique (équation polynomiale ordre 2) pour la prédiction de la croissance de différentes

températures

M= A (pH) B (pH) +C

M : masse pH ; A ; B et C : variables

Les résultats illustrés sur la Figures n° 13 représentent respectivement la masse de la
croissance (6 jours) de chaque souche testée a chaque pH. D’aprés ces résultats, on remarque
qu’il existe une grande variabilité de croissance entre les différentes souches(Figure n°18)en

Annexe n°2.
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En plus, toutes les souches ont une croissance optimale & pH 7. On remarque aussi qu’il
une croissance moyenne a pH 7 et 9 et une faible croissance a pH 4 et 6.

Nous remarquons que la masse de croissance maximale est de (1,59) pour la souche
(P1). (P2) a une masse de (1,1g) et (Al) de (0,7g) a pH 7. Puis la masse de croissance
minimale du pH 4 avec (0,59).

L’étude statistique a confirmée cette remarque et on a trouvé qu’il n’y a pas une
différence significative de la croissance a ces différents pH (P > 0,05).

L’ analyse de variance a un facteur de la croissance sur les différentes pH et représentée
sur le (Tableau n° 10) en Annexe n° 3.

1,6 T T T T T T T T T T T T T T T T T
1,4 1 Tl m A1
e A2
A A3
Vv F1
12+ {135
& F
® Pl
® P2
—~ * P3
2 1,04 | | —FIT AL
(0] T A2
T A3
% T F1
© T F2
= o084 1=55
@ P1
@ P2
T P3
0,6 .
0,4 - -
L) l L) l L) l L) l L) l L) l L) l L) l L)
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH

Figure n° 14 : Influence du pH sur la croissance fongique selon une équation polynomiale
d’ordre 2.
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Discussion

Les céréales sont la base de I'alimentation humaine, leur détérioration présente un danger

menacant la nutrition des hommes et des animaux domestiques.

Apres l'isolement et la purification de ces moisissures sur milieu PDA, des études
macroscopiques et microscopiques ont été effectuées pour identifier les souches mycéliennes
isolées. Ces études ont permis de déterminer trois genres de moisissures qui sont Penicillium,

Aspergillus et Fusarium .

Parmi les échantillons analysés (orge, blé et mais), I’orge s’est réveéle sa richesse par la
plus grande charge mycologique de I'ordre de (80 %). Alors que la moyenne totale des grains
de mais contaminés est d'environ 67,5 %, ceci a été confirmé par les travaux de Moussaoui
(1994).

D'autres auteurs reportent que le mais constitue un substrat approprié pour la croissance,
le développement et l'activité des moisissures de détérioration (Cuero et al., 1987 et Lacey,
1990 in Oyebanji et Efiuvwevwere, 2000). Nos resultats montrent que le taux de
contamination du blé est de 55% par Fusarium, contrairement aux études de Benmansour
Brixi(2005), qui ont trouvé que le taux de contamination de l'espéce A. niger est le plus

dominant.

Les principales causes de détérioration des grains de céréales expliquées par des
variations dans les paramétres régulant la croissance fongique et permettant la production de
toxines sont nombreuses. On cite principalement la charge initiale en mycoflore, le pH et la
température (Zia-Ur-Rahman, 2006). Les températures optimales de croissance varient en
fonction des espéces de moisissures considérées. Chaque espece est caractérisée par un

minimum, un optimum et un maximum.

Dans nos résultats nous avons constaté que la variation de la température influence
significativement la croissance fongique dans les céréales ; et on peut dire, que c’est le facteur
limitant. Nous avons observé que Fusarium et Penicillium amorcent leurs croissances
maximales entre (25-30°C), plus précisément a 28°C ; les Aspergillus se développent a des
températures avoisinant les 30°C. Cette croissance diminue a 35°C et aucun développement
du champignon a 40°C. Ces résultats sont confirmés par ceux de Derache (1986), qui a trouvé
que la température a un role capital sur la croissance des champignons. Si une température de

20 a 30°C apparait optimal pour la plupart des moisissures, la température moyenne de 20°C
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permet la croissance de nombreuses especes toxinogénes. Entre 20 et 30°C apparaissent
Aspergillus, Fusarium et Penicillium. Selon Riba et al., (2008), le manque de ventilation

couplé a une température élevée, favorise la croissance de ces especes xérotolérantes.

Nous avons enregistré un développement du champignon sur les pH étudiés. La variation
du pH est statistiguement non significative. Cependant, on a noté un optimum de croissance a
pH 8, qui diminue a pH 9 et pH 11; une faible croissance a été enregistrée a pH 4.Ces
résultats sont confirmés par ceux des études de Duron (1999). Les champignons peuvent se
développer a des pH compris entre 3 et 8, avec un optimum de croissance compris entre 5 et6.
Selon Giraud (1998), en général, les moisissures sont acidophiles (pH compris entre 3 et 7).

Les résultats de I’influence de la source de carbone sur la croissance fongique dans les
grains de céréale ont montré que la variation des sources de carbones est statistiquement non
significative. Nous avons noté que le Fusarium peut s’adapter et se développer sur le milieu
glucose. Nos résultats sont concordants avec les résultats trouvés par (Yezli, 2017)qui ont
trouvé que le glucose permet une croissance optimale de Fusarium acuminatum, ainsi que Li

(2011), qui a basé ses études sur le Fusarium semitectum.

Les résultats de I’influence de la source d’azote sur la croissance fongique ont montré que
la variation des sources d’azotes est statistiquement non significative. Nous avons noté une
croissance fongique maximale des souches sur deux milieux (CDB- NaNO; et CDB- NH,) et
nous avons observé que la source d’azote la plus assimilable par ce champignon Fusarium est
le NaNOs. En revanche, (Yezli, 2017 ; Limami et Ameziane, 1997) ont trouvé que le

champignon assimile mieux le NH4SO..
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Conclusion

Conclusion

Les moisissures sont des microorganismes ubiquistes susceptibles de contaminer de
nombreux produits destinés a I’alimentation des animaux et/ou des humains. Les céréales sont
les matiéres premieres les plus exposées a la contamination fongique. La conséquence
possible d’un développement fongique incontrdlé est la production et I’accumulation des
mycotoxines dans les aliments. Ce travail s’ajoute aux travaux réalisés en Algérie sur les

mycotoxines contaminants les différentes denrées alimentaires, tél que les céréales.

Dans notre travail, nous avons utilisé 3 types de céréales (Blé, mais et orge)
commercialisés dans différentes communes de Tiaret (Tiaret, Tousnina et Ain kermes). Apres
I'isolement et I’identification de ces moisissures sur milieu PDA, les études mycologiques ont
révélés la fréquence de contamination des échantillons par les Fusarium, Aspergillus et
Penicillium. Les résultats ont montré I’orge posséde la plus grande charge fongique et une

forte fréquence de contamination de ces céréales par Fusarium.

Les résultats des études des différentes caractéristiques physico-chimiques favorables a
la croissance des champignons et a la production de mycotoxines ont montré que les analyses
statistiques montrent que la variation de la source de carbone et d’azote, ainsi que le pH,
n’influence pas significativement la croissance fongique. En revanche, La température
influence significativement cette croissance.De ce fait, nous pouvons suggérer que la
température est un facteur de limitant pour la croissance et la production des
mycotoxines.comme perspective il nous reste d’étudier I’activité de I’eau et I’humidité d’une
part identifier les mycotoxines par HPLC ainsi les souches mycotoxinogénes sur le plan

moléculaire en fin étudier d’autres alternatives d’inhibition de la croissance fongique.
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Annexe

ANNEXE N°1

Composition des milieux de culture
Milieu PDA (Potatos —Dextrose- Agar) pH 6,5 (Bouhot et Billotte, 1964).

Laver et couper les pommes de terre en petit morceaux (250g), les mettre dans 1000 ml
d’eau distillée et porter a ébullition, ensuite filtrer et compléter avec :

Dextrose (Glucose).........ocovveveiinininnnn. 209
Agar......oooiiiiiii 2. 200
Eau distillé......................cooee il tl..... 1000 mI

Milieu PDB ( Potato-Dextrose-Broth).

Pomme deterre ..........coveevieininnns 250 g
Dextrose(GIlucose) ..........cc.eeevnnes 209
Eau Distillée . ..................... 1000 ml

Milieu Agar 2 % (Downes et Ito, 2001).
Agaragar .............ceevveeee. 200
Eau Distillee . ............ 1000 ml

Milieu CDB (Czapek- Dextrose- Broth) pH 6,5.

Sucrose .......coveiiiiiennnnn..30Q
KH2PO4 ..........ccecee 1 g
O I N o
NazNo3 ..........cccevvveenee 2@
MgSO4 7H20 ................. 059
FeSO4 ............eevievee... 0,01 g
Eau Distillée . ......... 1000 ml
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ANNEXE N °2

Face de colonie L’envers de colonie

Fusarium (cotonneux)

Fusarium (Duveteux)

Aspergillus (Duveteux)
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Fusarium (Cotonneux)

Penicillium (Poudreux)

Figure n°® 15: Observations macroscopiques des différents morphotypes obtenus.
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Figure n° 16: Croissance fongique dans les souches cultivées avec les différentes sources de
carbone.

Figure n °17 : Croissance fongique des souches cultivées avec les différentes sources d’azote.
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Figure n° 19: Croissance fongique des souches cultivées sur les différents pH.




Annexe

ANNEXE N°3

Tableau n° 07 : Analyse de variance a un facteur de la croissance sur les différentes sources

de carbone.
Source des Somme des Degréde  Moyenne des F Probabilit¢ ~ Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Entre Groupes 0,064688 4 0,016172 1,14537986  0,34754177  2,57873918
A l'intérieur des  0,63537 45 0,01411933
groupes
Total 0,700058 49

Tableau n° 08 : Analyse de variance a un facteur de la croissance sur les différentes sources

d’azote.
Source des Somme Degré Moyenne Valeur
variations descarrés de liberté des carrés F Probabilité critique pour F
Entre Groupes 0,07997 3 0,02665667 2,36259786 0,08742457 2,86626556
A l'intérieur des 0,40618 36 0,01128278
groupes
Total 0,48615 39
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Source des  Somme des  Degré de Moyenne des F Probabilité  Valeur critique
variations  carrés liberté carrés pour F

Entre 4,40577 3 1,46859 4,73452771 0,0069437  2,86626556
Groupes

A l'intérieur 11,16674 36 0,31018722

des groupes

Total 15,57251 39

Tableau n° 09 : Analyse de variance a un facteur de la croissance a différentes tempeératures.

Tableau n° 10 : Analyse de variance a un facteur de la croissance a différentes pH.

Source des Somme des  Degré de Moyenne des Valeur Critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F

Entre Groupes 0,16814 2 0,08407 2,34277369 0,11528809 3,35413083

A lintérieur des 0,96889 27 0,03588481

groupes

Total 1,13703 29
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RESUME

L'objectif de ce travail est d'isoler et d'identifier les différentes souches fongiques
obtenues a partir des grains de céréales, ainsi d’étudier I’influence des facteurs
physicochimiques sur la croissance fongique .Trois échantillons de céréales qui sont le blé,
mais et orge ont été prélevés dans différents points de vente au niveau de la wilaya de Tiaret.
Apres l'isolement et la purification de ces moisissures sur milieu PDA, I’identification nous a
permis d’obtenir 33 souches fongiques appartenant a 3 genres Aspergillus, Fusarium et
Penicillium. L’étude de I'influence des facteurs physicochimiques a montré que le pH, la
source de carbone et d’azote n’influencent pas significativement la croissance des
moisissures. Par contre, la température influence significativement le développement des

champignons testés.

Mots clés : Céréales, moisissures, mycotoxines, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, facteurs

physicochimiques.
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ABSTRACT

The objective of this work is to isolate and identify the different fungal strains obtained
from cereal grains, and studing the influence of physicochemical factors on fungal
growth.Three cereal samples which are wheat, Maize and barley were collected from various
regions in Tiaret wilaya. After isolation and purification of these fungi on PDA medium, the
identification allowed us 33 fungal strains belonging to 3 genera Aspergillus, Fusarium and
Penicillium. The study of the influence of physicochemical factors showed that the pH, the
carbon and nitrogen source do not influence significantly the fungal growth of On the other
hand, the temperature influences significantly the development of the fungi tested.

Key words: Cereals, fungi, mycotoxins, Aspergillus, Fusarium, Penicillium, physicochemical
factors



