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Introduction

La feve (Vicia faba L.) est considérée comme une plante Iégumineuse et sa superficie
mondiale est estimée a 3 millions d’hectares, dont plus de 50% se situent en Chine, 20% en
Afrique du nord et moins de 10% en Europe (Abu Amer et al., 2011). Elle est la plus

ancienne légumineuse cultivée dans le monde (Tanno et Willcox, 2006).

En Algérie la féve séche est considérée parmi les légumineuses les plus consommeées, vu sa
valeur nutritionnelle, qui fournit beaucoup d’énergie et de principales ressources alimentaires.
Elle couvre une surface de 58000 hectares avec un rendement total de 254000 tonnes
(Laamari et al., 2008). Selon Larralde et Martinez (1991), la féve est attribuée a sa teneur
élevée en protéines (25 a 35%), elle est aussi une bonne source de glucides (50 a 60%
d’amidon), de minéraux (leur teneur varie entre 1 et 3,5%, étant particuliérement riche en
calcium et en fer), de fibres (7%) et de vitamines. Par contre, la proportion lipidique est faible

environ (1 a 2,5%).

La paroi vegétale, en plus de constituer un véritable bouclier pour la cellule face a son
environnement, elle confere une structure rigide a la cellule, participant au port dressé de la
plante. Elle se présente sous la forme d’un réseau trés complexe principalement composé de
chaines polysaccharidiques (Carpita et Gibeaut 1993 ; Somerville et al., 2004). Les pectines
sont des substances d’origine végétale, ce sont des polysaccharides complexes que 1’on
retrouve principalement dans la lamelle moyenne et la paroi primaire des plantes supérieures
(Alkorta et al., 1998 ; Blanco et al., 1999). Les pectines sont caractérisées par une forte teneur
en acide galacturonique (Perrone et al., 2002).

Parmi les agents qui peuvent contaminer les aliments, on trouve principalement les
champignons mycotoxinogénes, qui constituent un énorme danger pour la santé de I’Homme
et de ’animal, lorsqu’elles contaminent les différents produits alimentaires. La prolifération
fongique et la contamination par les mycotoxines alterent la qualité marchande des produits

alimentaires impliquant d’énormes pertes économiques (Bhat et Vasanthi, 2003).

Cette source alimentaire représente aussi un milieu favorable a la croissance fongique et
a la production de mycotoxines, qui sont reconnues pour leurs caractéres cancérogenes,
Immunosuppresseurs, cestrogénes, tératogénes etc. Elles peuvent aussi étre a la base

d’énormes pertes économiques a ’agriculture et aux industries agroalimentaires (Boudra,

2009).

Par ailleurs, dans des conditions propices de température, d’humidit¢ et de pH,

favorisent la production des mycotoxines qui sont des métabolites secondaires toxiques



Introduction

produites par certaines souches de moisissures, qui se développent principalement sur les
matieres premieres d’origine végétales (céréales, 1égumes, fruits) (Castegnaro et Pfohl-
Leszkowicz, 2002). Les mycotoxines sont de faible poids moléculaire (entre 200 et 10.000
daltons). Elles sont excrétées par de nombreuses moisissures, appartenant principalement aux
genres Alternaria, Aspergillus, Fusarium et Penicillium (Reboux, 2006 ; Pamel et al., 2010).

Les pectinases sécrétées par les moisissures mycotoxinogénes, générent la dégradation
de la paroi cellulaire de la plante. D’ou la problématique visant a mettre en exergue le degré
de nocivité des moisissures toxinogenes en se focalisant sur leur activité pectinolytique. La
feve constitue un sujet d’étude intéressant, étant donné que, son importance dans notre pays et
particulierement dans la wilaya de Tiaret. Dans ce contexte, notre travail a pour objectifs,
d’une part, I’isolement et 1’identification des moisissures mycotoxinogenes et vise a faire le
dosage des enzymes pectinolytiques produites par ces moisissures, et d’autre part, la
contribution a I’amélioration des conditions de stockage.

Pour ce faire, une synthése bibliographique représentant la premiére partie de notre
étude a été réalisée afin de regrouper les informations essentielles sur les moisissures
mycotoxinogénes et leurs métabolites (mycotoxines) et méme les principaux caractéres sur la
pectine.

La deuxieme partie, illustre le matériel et les méthodes utilisés et les résultats obtenus

avec leur discussion.

L’étude est achevée par une conclusion qui résume ’ensemble des résultats de cette

étude.

-
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Etude bibliographique Chapitre | : Généralités sur les moisissures

I.1. Moisissures

Plus de 60.000 espéces de champignons sont connues. Les documents sur les fossiles
portent a croire que les champignons existent depuis 550 millions d'années ou plus. Ils sont
compris entre des organismes monocellulaires microscopiques comme les levures, et les
champignons qu'on peut voir pousser comme les moisissures et les champignons a chapeau
(Yezli, 2018).

Les moisissures et les levures (champignons microscopiques) sont des deux grands
groupes des organismes hétérotrophes non photosynthétiques (Dedi née et al., 2016). Les
moisissures sont un groupe hétérogene de champignons microscopiques saprophytes et,
parfois parasites. Ils constituent a ce jour un regne autonome : le regne fongique, appelé
« Fungi » (Delahaye, 2011). Ce sont des organismes eucaryotes avec un appareil végeétatif
appelé « mycélium » constitué par de filaments appelés « hyphes » a croissance apicale, dans
toutes les directions & la méme vitesse (Guinberteau et al., 2015). Chez les champignons
supérieurs, les hyphes sont cloisonnés ou septés, tandis que chez les champignons inférieurs
ou primitifs, les cloisons intercellulaires sont inexistant (Stevens et al., 2006). Dépourvues de
pigments assimilateurs, les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes dépendants
d’une source de carbone organique. Globalement peu exigeants sur les conditions
environnementales du substrat, ces champignons peuvent contaminer les milieux les plus
divers comme : les céréales, les produits d’origine animale (le lait et la viande) mais aussi le
papier, les tissus, les matieres organiques en décomposition, ou ils trouvent une source de
carbone et d’azote accessible (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

Le réservoir naturel des moisissures se situe a ’extérieur et varie (en concentration et
diversité) dans les régions tempérées, principalement selon la saison et la présence de
matieres organiques dans I’environnement (Malloch,1997). Les moisissures sont caractérisées
par une paroi cellulaire qui contient des glucanes (al,3-glucane), cellulose, des mannanes et
de la chitine. La membrane cellulaire des champignons est constituée de stérols (l'ergostérol
principalement), et leur cytoplasme est dépourvu de chlorophylle (Toffa, 2005).

Ces champignons, dans des conditions favorables de développement, vont produire des
spores (conidies), éléments microscopiques, qui restent dans la masse, collées entre elles par
le mucus. Elles forment des amas lourds difficilement transportables par 1’air. Les
concentrations de spores dans 1’air ambiant dépendent des conditions environnementales
(Kozak et al., 1979). Les moisissures s’attachent sur du matériel inorganique (notamment la
cellulose) et dans des conditions de tres forte humidité (> 90 %) (Boutin-Forzano et al.,
2004). La durée du cycle de developpement de moisisures peut varier de 24 a 48 heures
(Antoine et Rolande, 2009) (Figure 01).
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Figure 01 : Cycle de développement des moisissures D’aprés (Antoine et Rolande, 2009).
1.2. Moisissures mycotoxinogénes

Les moisissures peuvent synthétiser des métabolites secondaires toxiques : les
mycotoxines. La synthése des mycotoxines et leur accumulation dans le milieu peut aussi
avoir un effet inhibiteur sur le développement d’autres espéces fongiques (Pfohl-Leszkowicz,
2001). Les toxines majeures sont produites par des souches fongiques appartenant aux
genres : Alternaria, Aspergillus, Penicillium et Fusarium (AFSSA, 2006). Toutefois, il
n’existe pas de relation directe entre espéce fongique et mycotoxine. En effet, une molécule
peut-Etre produite par plusieurs espéces fongiques et, au sein d’une espece toxinogene, toutes
les souches n’ont pas forcément la capacité de produire la (les) mycotoxine(s) (Castegnaro et
Pfohl-Leszkovicz, 2002).

La toxinogénese dépend beaucoup plus de la composition chimique de la denrée sur
laquelle les moisissures se développent (AFSSA, 2009). Ainsi, la présence simultanée de
plusieurs espéces de microorganismes dans le méme milieu détermine des interactions entre
les différentes especes et entraine une diminution de mycotoxines par chacun des
microorganismes producteurs (Nguyen, 2007).

Selon Abdellah (2014), les moisissures responsables de 1’altération des grains sont
réparties en deux groupes écologiques :

- Les moisissures du champ : Alternaria et Fusarium.

- Les moisissures de stockage : Aspergillus et Penicillium.

)



Etude bibliographique Chapitre | : Généralités sur les moisissures

1.2. Principaux genres fongiques
1.2.1. Genre Aspergillus

Les Aspergillus sont des champignons microscopiques qui contaminent les récoltes
dans les champs ou pendant la conservation dans les silos ou greniers (Barros et al., 2005).
Certaines especes peuvent étre directement pathogénes pour I’homme et les animaux par leur
pouvoir d’envahir les tissus vivants et de provoquer des aspergilloses, particuliecrement chez
les personnes immunodéprimées (Bennett, 2010). Les membres du genre Aspergillus sont les
mycetes les plus communs et tous se reproduisent asexuellement en formant de longues
chaines des conidiospores (ou des conidium). L'impact de diverses especes d'Aspergillus sur
des humains s'étend de salutaire a nocif (Yu, 2010).

Les Aspergillus sont des moisissures a filaments cloisonnés hyalins. Pres de 300 espéces
composent ce genre, parmi lesquelles Aspergillus fumigatus est I’espéce la plus souvent
impliquée en pathologie humaine dans les pays tempérés (ANOFEL, 2014). Elle correspond
aux conditions des habitats les plus fréquents des espéces et a leurs adaptations relatives, soit
30°C pour A. flavus (s'étalant jusqu'a 37°C) et 37°C pour A. fumigatus qui poussera encore a
45°C. Les deux espéces sont des pathogenes majeures (Jacquet et Boutibonnes, 1967). De
nombreuses espéces d’Aspergillus sont présentes dans 1’environnement humain, notamment
dans la poussiére et 1’air (Tabuc, 2007).

Ce genre Aspergillus signifie « aspersoir », L’aspect microscopique est caractéristique

avec la présence de tétes aspergillaires (Galinas, 1995) (Figure 02).
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Figure 02 : Structure de la téte aspergillaire du genre Aspergillus D’aprés (HAS, 2017).

1.2.2. Genre Fusarium
Les Fusarium sont parmi les champignons telluriques les plus agressifs, causant des

flétrissements et des pourritures sur de nombreuses espéces végétales cultivees (Hibar et al.,

2005). En dépit des pertes économiques qu’ils entrainent, le contréle de ces pathogenes reste
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toujours limité a des mesures prophylactiques, la désinfection du sol n’est jamais compléte en
raison d’une part et de la difficulté de sa réalisation d’une autre part (Benhamou et al., 1997).

Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des
Deutéromyceétes. Les formes parfaites ou teléomorphes de quelques espéces de Fusarium sont
connues, et appartiennent a la classe des Ascomyceétes ( Tabuc, 2007). Il contient plusieurs
especes du genre Fusarium comme : F. culmorum, F. oxysporum, F. graminearum, F.
avenaceum et F. poae (Van Der Burgt et Timmermans, 2009). Il peut étre responsable
d’onyxis, de surinfection de plaie ou de brilures, de kératite apres effraction de la cornée. Il
entraine des infections disséminées gravissimes chez les immunodéprimés. Les colonies sur le
milieu de culture Sabouraud sont duveteuses ou cotonneuses de couleur variable en fonction
de I’espéce. L’aspect microscopique permet facilement de faire le diagnostic de genre grace a
la présence de conidies de grande taille, fusiformes avec plusieurs logettes (Foulet, 2007)
(Figure 03).
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Figure 03 : Caracteres morphologiques des Fusarium D’apres (Tabuc, 2007).

1.2.3. Genre Penicillium

Les espéces de Penicillium sont de saprophytes trés répandus dans 1’environnement, a
I’origine de la dégradation des denrées alimentaires (Chabasse et al., 2002). Ce genre
comporte plus de 200 espéces, qui sont ubiquistes (Reboux et al., 2010). Penicillium se
développe bien et rapidement dans tous les milieux employés. La température optimale des
cultures se situe aux environs de 27°C. A 37°C, le développement est tres faible (Talice et
Mackinnon, 1929).

Les especes de ce genre se reconnaissent par la partie fertile, portant les spores, qui se
développe en forme de pinceau dense. Le conidiophore est simple ou ramifié, et se termine

par des groupes de phialides en forme de bouteille (Malloch et Lecomte, 1997) (Figure 04).

]
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Figure 04 : Caracteres morphologiques de Penicillium D’aprés (Cavalla, 2009).

1.2.4. Genre Alternaria

Le genre Alternaria est un saprophyte ou parasite des plantes, tres répandu. Les colonies
sont de croissance rapide (trois ou quatre jours) (DATABI0, 2014). Les moisissures du genre
Alternaria sont des champignons imparfaits, dont il existe 40 a 50 especes, trés cosmopolites.
Les colonies sont de croissance rapide sur milieu Sabouraud entre 25 et 30°C (Chabasse et al.,
2002). Les spores sont de couleur brune foncée et naissent en chaines simples ou ramifiées a
I'extrémité de conidiophores simples et sombres ; elles sont divisées en plusieurs cellules par
des parois transversales et verticales (Malloch et Lecomte, 1997) (Figure 05). Elles se
développent principalement sur les végétaux en décomposition, notamment les céréales et les
foins. Les spores d'Alternaria sont pluricellulaires, relativement grandes (20 a 80 pm),
compartimentées par des cloisons ou septa, sont ovoides a la naissance, mais se prolongent a
maturité par une sorte de bec qui leur confere peu a peu une forme en raquette ou en massue.
Malgré leur grande taille, ces spores trés aérodynamiques peuvent étre transportées par le vent
a des centaines de kilometres de leur source (Besancenot et al., 2011).
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Figure 05 : Stades de développement des spores et des conidiophores d’Alternaria D’apreés
(Simmons, 1999 Taralova et al., 2011).
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11.1. Généralités sur les mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du grec mycos qui signifie champignon et du latin toxicum a
cause des fleches empoisonnées donc poison (Steyn, 1995 ; Pitt et al., 2000).

Selon Mannon et Johnson (1985), environ 25 % des denrées alimentaires sont
contaminées par des mycotoxines, métabolites secondaires de diverses moisissures. La
mycoflore est estimée entre 200 000 et 300 000 espéces. Les mycotoxines sont détectées dans
une gamme variée de produits alimentaires tels que les oléagineux, les céréales, la viande, les
épices et le lait des mammiferes nourris aux aliments contaminés (Nikiéma, 1993 ; Sanou,
2000 ; Cho et al., 2007). Les mycotoxines sont supposees étre synergiques ou antagonistes.
Toutefois, trés peu d’écrits scientifiques traitent de cet aspect toxicologique (Quillien, 2002).
Plusieurs sortes de mycotoxines sont retrouvées dans les aliments (Tableau 01), mais
seulement certaines contaminent l'alimentation et sont toxiques pour la santé humaine et
animale. Les mycotoxines les plus préoccupantes sont les aflatoxines (AF), la citrinine (CIT),
les fumonisines (FB), I’ochratoxine A (OTA), les trichothécénes et la zéaralénone (ZEA).
Elles sont responsables d’hépatotoxicité, néphrotoxicité, immunotoxicité, reprotoxicité et

cancers (Pfohl-Leszkowicz, 2013).

Tableau 01 : Moisissures et mycotoxines retrouvées dans certains aliments D’aprés
(D’Mello & McDonald,1997 ; Scudamore &Livesey,1998 ;Pfohl-Leszkowicz,1999,CAST
2003).

Champignons Toxines Denrées
_ Aflatoxines Mais, cacahuéte, grainede coton, riz,
Aspergillus ) ' ' . '
Ochratoxines A tissus, d’animaux (jambon, lard, saucisse),

lait et dérivés

Zéaralénone, Fumonisines, | BIé, mais, orge, riz, seigle, avoine

Fusarium . o
Trichothécénes
N Patuline, Orchratoxine A, | Fruit et jus de fruits, blé; riz; fromage,
Penicilluim L ]
Citrinime noix
) Alternariol Fruit, légumes et produits dérivés de
Alternaria

pommes et tomates
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11.2. Principales mycotoxines
11.2.1. Aflatoxines

Les aflatoxines représentent un groupe de dérivés structurellement apparentés au
difurano-coumarine (Bhatnagar et al., 2003). Ces substances sont produites par des especes
d’Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius (Kurtzman et al., 1987).

Elles sont extrémement toxiques et leurs effets secondaires incluent : la carcinogénicité,
la mutagénicité, la tératogénicité et I’immunosuppression (Eaton et Gallagher, 1994). Les
aflatoxines les plus rencontrées dans la nature sont : AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 et AFML.
Parmi les aflatoxines, I’AFBI1 est la plus fréquente et la plus toxique. Elle est considérée
comme étant le plus puissant hépatocancérigéne pour les mammiferes et elle est classée en
tant que cancérigéne probable du groupe 1 par I’agence internationale de la recherche sur le
cancer (IARC, 1993). Certaines souches du genre Aspergillus produisent des aflatoxines qui
sont des métabolites secondaires reconnus cancerigénes, immunosuppressives et tératogenes
(WHO, 2006).

11.2.2. Citrinines

En 1993, la citrinine (CIT) a été utilisee comme un antibiotique, mais finalement elle a
été rejetée a cause de sa toxicité (Adams et al., 2002). La CIT est produite principalement par
Penicillium citrinum mais aussi par Penicillium expansum et Penicillium verrucosum et
quelques especes du genre Aspergillus et Monascus (Kurata, 1990 ; Liu et al., 2003). La CIT
est toxique pour I’Homme et I’animal (CAST, 2003). Plusieurs études ont montré que la CIT
est cytotoxique, génotoxique, mutagene, immunotoxique et tératogene (Liu et al., 2003 ;
Bouslimi et al., 2008).

11.2.3. Fumonisines

Les fumonisins sont un groupe de mycotoxines non fluorescentes (FB1, FB 2 et FB3
étant les entités principales a produit principalement par F. verticillioides et F. proliferatum
(CAST, 2003).

Les fumunosines se concentrent dans les eaux de trempage. Pour du mais faiblement
contaminé (1,0 pg/kg), aucune toxine n’a pu étre détectée dans les fractions traitées autres que
I’eau de trempage (Bennett et al., 1996). Pour du mais fortement contamine (13,9 mg/kg), une
partie de la toxine est retrouvée dans les eaux de trempage et de traitement, les autres fractions

contaminées étant par ordre décroissant : gluten > fibre >germe (Ross et al., 1991).
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11.2.4. Ochratoxines

L'ochratoxine est un métabolite secondaire élaboré par diverses moisissures des genres
Aspergillus et Penicillium. La production d'OTA est liée aux conditions de température,
d'’humidité ambiante, et de teneur en eau du support contaminé (Pitt, 1987).

L’ochratoxine A a été isolée pour la premiere fois en 1965, par un groupe de chercheurs
sud-africains a partir d’un isolat d’Aspergillus ochraceus (Van der Merwe et al., 1965). Elle
est également une mycotoxine toxique pour I’Homme et les animaux (O’callaghan et al.,
2003).

L’OTA posséde des effets néphrotoxiques, immunotoxiques, tératogenes et
cancérigenes (Kuiper-Goodman et Scott, 1989 ; Mantle et McHugh, 1993 ; Kuiper-Goodman,
1996 ; Hohler, 1998 ; Pfohl-Leszckowicz et Castegnaro, 1999).

11.2.5. Trichothécénes

Les trichothécénes sont sécrétés par certaines especes de Fusarium, en premier lieu dans
les champs sur les épis de céréales (blé, orge, mais, avoine) dans certaines conditions
atmosphériques propices a la croissance de ces Fusarium (printemps ou été froid et humide)
(IARC, 2002).

On classe les trichothécenes en 4 groupes (A, B, C et D), les groupes A et B étant les
plus importants en termes de prévalence naturelle (AFSSA, 2006).

11.2.6. Zéaralénones

La zéaralénone est produite par des Fusarium qui peuvent se retrouver dans les céréales
notamment lorsque celles-ci ont été stockees dans de mauvaises conditions a des températures
relativement basses et exposées a I’humidité. La ZEN induit des cancers hépatiques et de la
glande pituitaire, mais a des doses nettement supérieures aux doses engendrant un effet
hormonal (WHO, 2002). Pour cette raison, elle n’est pas considérée comme étant elle-méme
cancérogene. Les effets seraient dus a I’effet hormonal. Néanmoins, la zéaralénone est
génotoxique et forme des adduits a I’ADN (Pfohl-Leszkowicz et al., 1995). Le plus souvent
cette mycotoxine est trouvée dans le mais. Cependant, on la trouve également dans d'autres
récoltes importantes telles que le blé, I'orge, le sorgho et le seigle dans divers pays du monde.
(CAST, 2003).

1



Etude bibliographique

Chapitre Il : Mycotoxines

11.3. Effets des mycotoxines sur la santé humain

Les moisissures sont secretées des toxines qui donnent effets pour I’homme avec différentes

mécanisimes d’action cellulaires et moléculaires (tableau 02).

Tableau 02 : Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes

d’action cellulaires et moléculaires identifiés expérimentalement D’apres (Afssa, 2006).

Toxines

Effets

Mécanismes d’action cellulaires et

moléculaires

Aflatoxine B;+M;

Hépatotoxicité
Génotoxicité
Cancérogenicité

Immunomodulation

Formation d’adduit a I’ADN
Peroxydation lipidique
Bioactivation par cytochromes Pyso

Conjugaison aux GS-transférases

Ochratoxine A

Néphrotoxicité
Génotoxicité

immuomodulation

Impact sur la synthése des protéines.
Inhibition de la production d’ATP

Détoxification par les peptidases

Patuline

Neurotoxicité

Mutagenése in vitro

Inhibition indirecte d’enzymes

Trichothécénes

Hématotoxicité

Induction de I’apoptose sur progéniture
hématopoiétique et cellules immunitaires

Impact sur la synthése des protéines

(Toxine T- ) o ] )
Immunomodulation Altération des immunoglobulines
»,DON,..)) L .
Toxicite cutanée
Liasion aux récepteurs ostrogéniques
Fertilité et Reproduction Bioactivation par des réductases
Zéralénone Conjugaison aux glucuronyltranférases

Fumonisime B;

Lésion du systeme
nerveux central
Hépatotoxicité

Génotoxicité

Immunomodulation

Inhibition de la synthése de céramide
Altération du rapport
Sphinganine/sphingosine

Altération du cycle cellulaire

1
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I11.1. Généralités sur la pectine

Au cours des derniéres années, on constate une recrudescence de ces maladies, que ca
soit au champ avant récolte ou durant le stockage. La propagation de ces pathogenes est
principalement due a la production d’un large panel d’enzymes extracellulaires de
dégradation, notammentles pectinases, qui liquéfient les tissus en détruisant les
paroisvégétales (Priou et Jouan, 1990).

La pectine est I'un des composants majeurs de la paroi cellulaire des plantes
dicotylédones et probablement I'une des macromolécules les plus complexes de la nature. Elle
est présente dans les lamelles moyennes, les parois primaire et secondaire et se dépose aux
premiers stades de croissance pendant I'expansion cellulaire .Elle offre aux plantes de
nombreuses fonctionnalités allant de la rigidité des tissus a la résistance aux agents
pathogénes des plantes. Les substances pectiques ont également un impact important sur la
qualité des aliments frais et transformés particulierement les fruits et les légumes (Schols et
al., 2009).

La pectine extraite de sources vegétales appropriées est utilisee comme ingrédient
alimentaire pour ses fonctionnalités gélifiantes, stabilisantes et épaississantes. Les produits
végetaux, frais, extraits ou transformés, constituent une part importante du régime alimentaire
humain. Comme Fibre, naturellement présente dans ces produits alimentaires, les substances
pectiques remplissent une fonction nutritionnelle et acquierent un intérét croissant en tant que

polysaccharide bénéfique pour la santé (Schols et al., 2009).

Selon Leroux et Schubert (1983), les pectines sont divisées en référence a leur degré de
méthylation en deux catégories :

- Les pectines hautement méthylées ou H.M (High Methoxyl), ce sont les pectines dont
plus de 50% des groupements carboxyles sont estérifiés avec le méthanol.

- Les pectines faiblement méthylées ou L.M (LowMethoxyl), ce sont les pectines dont

moins de 50% de groupements carboxyles sont estérifiés.
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111.2. Enzymes Pectinases ou pectinolytiques
111.2.1. Définition

Les enzymes pectinolytiques ou pectinases  sont un groupe hétérogéne d’enzymes qui
hydrolysent les substances pectiques et qui sont largement distribuées dans les plantes
supeérieures et les micro-organismes. Cette famille d’enzymes est capable d’attaquer une
variété de liaisons chimiques des pectines. Le terme «enzyme pectinolytique» ne concerne
que les enzymes qui agissent sur la partie galacturonique des substances pectiques et les
enzymes capables de dégrader les chaines latérales ne sont pas classées parmi les pectinases.
La plupart des préparations commerciales de pectinases sont d’origine fongique. A. niger est
la source fongique la plus communément utilisée pour la production industrielle d’enzymes
pectinolytiques (Jayani et al., 2005).

111.2.2. Réle et Source

Les enzymes pectiques sont largement répandues dans la nature et sont produites par
des bactéries, des levures, des champignons et des plantes (Gummadi et al.,2002). Elles sont
trés importantes car elles jouent un role dans 1’allongement et la croissance cellulaire ainsi
que dans la maturation des fruits (Whitaker, 1990 ; Sakai, 1992).

Les pectines méthylestérases (PME) et les polygalacturonases (PG), apparaissent jouer
un réle clef dans la régulation des phénomeénes de croissance et développement de la plante
(Donaghy et al., 1994).

L'activité pectinolytiqgue des micro-organismes joue un rdle important dans la
pathogenése des plantes, ces enzymes étant les premiéres a s'attaquer aux tissus (Collmer et
Keen., 1986). En outre, elles sont également impliqués dans le processus de symbiose et la
décomposition des résidus végétaux (Lang et al., 2000 ; Hoondal et al., 2002).

111.2.3. Classification

Les pectinases sont divisées en trois divisées : les pectines estérases, les dépolymérases
(hydrolases, lyases) décomposent les liaisons a- (1- 4) glycosidiques entre les résidus
galacturoniques via:

1. L'hydrolyse (polygalacturonases)

2. La transélimination (pectine lyases et pectate lyases). Ces sous-enzymes sont également
subdivisées en endo si leur mode d'action est aléatoire ou exo-si leur modele d'action se situe
a l'extrémité du terminal (Rexova-Benkova et al., 1976 ; Fogarty et al., 1983 ; Sakai, 1992).
Et les protopectinases selon les criteres suivants:

1- Si le substrat préféré est la pectine, I'acide pectique ou I'oligo-D-galacturonate
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2- Si elles agissent par trans-élimination ou hydrolyse
3- Si le clivage est aléatoire (enzymes endo, liquéfiantes ou dépolymérisantes) ou ‘endwise’
(enzymes exo- ou saccharifiantes) (Alkorta et al., 1998).

Les protopectinases solubilisent la protopectine en formant une pectine soluble.
L'estérase (pectine méthylestérase et pectine acétyl estérase) élimine les résidus méthoxyle et
acétyle de la pectine donnant naissance a l'acide polygalacturonique (Rexova et al ., 1976 ;
Fogarty et al., 1983 ; Sakai, 1992).

Les pectinases sont divisées en deux grands groupes: Les pectinestérases (PE) ou
pectine-méthylestérases (PME) et les dépolymérases (polygalacturonases et lyases) (Rexova-
Benkova et al., 1976).

Les principales pectinases sont illustrées dans le tableau suivant :

Tableau 03: Les principales pectinases D’aprés (Renard, 2010).

Nom N° Type Substrat Produits Autres
Pectine EC 3.1.1.11 Hydrolase Haut DM Méthanol + GalA Fongique (pH 4.5)
méthylestérase ou plantes (pH 7)
Polygalacturonase

endo EC 3.2.1.15 Hydrolase Pectate Chaines plus courtes, oligos Viscosité; pH 4-5

exo EC 3.2.1.67 Hydrolase Pectate = Mono OU dimére Extrémité non-réductrice
Pectine-lyase EC4.22.10 Lyase; Haut DM Chaines plus courtes pH opt: 6

endo

Pectate-lyase pH opt: 8-9

endo EC4222 Lyase DM bas

exo EC4229 Lyase Dimeéres

11.2.3.1. Pectinestérases (PE) ou pectine-méthylestérases (PME)

Les PE catalysent I’hydrolyse des liaisons esters méthyliques des pectines HM,
entrainant la libération de méthanol et la formation d’acide polygalacturonique (Agnan et al.,
2010).L’activité de la PE peut étre suivie soit par le dosage du méthanol libéré, soit par la
détermination de ’augmentation du nombre de carboxyles libres ou encore en utilisant un
régulateur de pH. En effet, I’ionisation du groupe carboxyle produit un proton dans le milieu,
ce qui cause une variation du pH (Jayani et al., 2005). Les PE sont présentes dans de
nombreux végétaux supérieurs et elles peuvent étre extraites de divers fruits tels que la
banane, 1’orange, la tomate, la papaye et la pomme (Denés et al., 2000). Elles peuvent étre
aussi produites par des champignons,des bactéries et des levures. Les PE des végétaux, trés

specifiques des esters méthyliques des acides pectiques (Sakai et al., 1993).
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Selon Jayani et al. (2005), le mécanisme d’action des PE varie en fonction de I’origine.
Ainsi, les PE fongiques agissent au hasard suivant un mécanisme «multi-chaine» par lequel
I’enzyme forme un complexe enzyme substrat, se dissocie aprés la réaction et s’associe a
nouveau avec une autre molécule du substrat pour enlever les groupes méthyles.

Les PE des végétaux tendent a agir a I’extrémité non réductrice ou a coté d’un groupe
carboxyle libre le long de la molécule par un mécanisme «unichaine» ou le substrat est
progressivement déméthylé jusqu’a ce que I’enzyme atteigne 1’extrémité de la chaine ou un
résidu qui blogue sa progression pour se dissocier du complexe enzyme-substrat (Cameron et
al., 2008). La PE est inhibée par 1’augmentation du nombre des carboxyles libres le long des
chaines polygalacturoniques progressivement déméthylées. Cette inhibition est due a la
répulsion exercée par la charge négative des carboxyles ionisés. La présence de cations (Ca**,
Na") pourrait contrecarrer cette inhibition. Cette inhibition des PE serait également due  aux
chaines latérales des sucres neutres dans la molécule de pectine (Sakai et al., 1993).
111.2.3.2. Dépolymérases

Les dépolymeérases sont des hydrolases (polygalacturonase et lyases) qui possédent des
activités endo-ou exo-galacturonases. Les dépolymérases peuvent étre subdivisées, en
fonction du substrat et du mécanisme de clivage des liaisons glycosidiques, on distingue
quatre catégories différentes :

1. Les polygalacturonases(PG),

2. Les polyméthylgalacturonases(PMG),

3. Les polygalacturonatelyases (PGL),

4. Les polyméthylgalacturonate lyases (PMGL) (Agnan et al., 2010).

Les PG et PMG agissent respectivement sur les pectates et les pectines par un
mécanisme d’hydrolyse, tandis que les PGL et PMGL agissent respectivement par f-
élimination sur les pectates et les pectines (Alkorta et al., 1998). Suivant leur mode d’action
(Figure 06), la réaction peut se faire soit de maniere aléatoire, soit a I’extrémité de la chaine,

ce qui permet de distinguer les endo- et les exo-dépolymérases (Jayani et al.,2005).
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Figure 06 : Mode d’action des pectinases D’aprés (Agnan et al., 2010).

PMGL: Polyméthylgalacturonate lyase; PMG: Polyméthylgalacturonas; PE:
Pectinestérase; PGL : Polygalacturonate lyase; PG: Polygalacturonase.
111.2.3.2.1. Polygalacturonases (PG)

Les PG sont des enzymes pectolytiques qui catalysent 1’hydrolyse des liaisons
glycosidiquesa- (1-4) des pectines acides (acide polygalacturonique). Ces enzymes sont
spécifiques des substances pectiques non ou partiellement estérifiées par du méthanol. Elles
sont les plus étudiées parmi la famille des enzymes pectolytiques. Les PG impliquées dans
I’hydrolyse des substances pectiques sont des endo-PG (EC3.2.1.15) et des exo-PG
(EC3.2.1.67) (Jayani et al., 2005). Deux méthodes ont été développées pour déterminer
I’activité des PG et des PMG. On apprécie cette activité en mesurant la diminution de
viscosité ou 1’augmentation du pouvoir réducteur du substrat (acide pectique ou pectine)
(Agnan et al., 2010). La comparaison des mesures de viscosité et de pouvoir réducteur au
cours de la dépolymérisation des pectines et des acides pectiques permet de faire la part des
activités «endo» et « exo». Ainsi, avec une endo-PG, la viscosité diminue de moitié quand
seulement 2 a 3%des liaisons glycosidiques sont rompues .Avec une exoPG, la méme
diminution de la viscosité n’est observée qu’apres rupture de 20% des liaisons glycosidiques
(Sakai et al., 1993; Jayani et al., 2005).

Les endo-PG sont produites par divers microorganismes tels que des bactéries, des
levures et des moisissures. Elles sont aussi présentes chez certains végétaux et surtout dans les
fruits. En général, 1’action des endo-PG libére des mono-, di- et tri-acides galacturoniques par
un mécanisme d’attaque multiple a chaine unique ou par un mécanisme d’action «multi-
chaine», dans lequel les mono-, di- et triméres s’accumulent seulement apres hydrolyse des

produits initiaux de dépolymérisation. Pour les pectines HM, I’hydrolyse n’a lieu qu’au
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niveau des résidus d’acide galacturoniques non méthylés. Toutefois, lors que le DM
augmente, la vitesse d’hydrolyse de I’enzyme diminue (Sakai et al., 1993).

Les exo-PG sont moins fréquentes. Elles sont produites par des moisissures et quelques
bactéries. On distingue deux types: les exo-PG fongiques avec comme produit final 1’acide
galacturonique et les exo-PG bactériennes qui produisent principalement 1’acide
digalacturonique. Les PG isolées des différentes sources microbiennes différent nettement
entre elles par leurs propriétés physico-chimiques et leur mode d’action (Alkorta et al., 1998).
111.2.3.2.2. Lyases ou transéliminases

Les lyases dégradent la pectine, les oligomeéres et les polymeéres d’acide galacturonique.
Ce sont des enzymes qui rompent la liaison glycosidique C-O par un mécanisme de f-
¢limination (Figure 05). Leur action dépolymérisante entraine la libération d’uronides
insaturés et d’oligomeres de petite taille. La méthode la plus commode pour suivrel’activité
des lyases est la mesure de 1’augmentation de I’absorbance a 235 nm due a la double liaison
produite a I’extrémité non réductrice des composés insaturés. De plus, les méthodes de
détermination de I’activité des PG peuvent également étre utilisées pour les lyases. Les lyases
sont classées en différents types sur la base de leur mode d’action et en fonction du substrat
sur lequel elles agissent .Comme pour les PG, selon que la réaction enzymatique se fait au
hasard ou a I’extrémité de la chaine, on distingue les endo- et les exo-lyases (Agnan et al.,
2010).

Les PGL sont produites par plusieurs bactéries et quelques moisissures pathogenes,
avec les endo-PGL plus abondantes que les exo-PGL. Les PMGL sont produites par
A.japonicus, P.paxilli et Pichiapinus. La plupart des lyases sont d’origine microbienne. Les
lyases bactériennes constituent le plus grand groupe d’enzymes pectolytiques. Les PGL sont
activées par les ions Ca’* et, dans certains cas, par d’autres ions divalents tels que Mg,
Co?* et Sr**. Elles sont, par contre, inhibées par 1’agent chélateur EDTA. Les PMGL sont par
contre actives en absence d’ions Ca®", mais la présence de Ca®" ou celle d’autres cations les
stimule. Les PMGL sont les seules dépolymérases capables de dégrader les pectines HM sans
action préalable d’autres enzymes (Jayani et al., 2005).

111.2.4. Application

La pectine additive naturelle utilisée intensivement dans l'industrie alimentaire est 1’un
des fruits de la valorisation des sous produits. Sa demande sur le marché mondial est au-
dessus de 30.000 tonnes annuellement et se développe d’environ 4 — 5 % par an (Yeoh et al.,
2008).




Etude bibliographique Chapitre 111 : Pectianses

Appartenant aux enzymes de la famille des hydrolases telles que, I’a-amylase, la
cellulase, les pectinase sont parmi les plus importantes enzymes a 1’échelle industrielle, ce qui
les rendent I’un des outils-clés des biotechnologies (Multon, 1991).

Ces enzymes sont classées parmi les enzymes les plus importantes dans le secteur
industriel (Kashyap, et al., 2001), et les pectinases alcalines faisant I’objet d’une immense
utilisation dans le dégommage des fibres de ramie (Cao et al.,1992), Pourtant en réponse a
I’extréme usage biotechnologique de ces enzymes, ces dernieres sont produites par plusieurs
organismes comme les champignons (Aguilar et Huitron, 1990), les levures (Gainvors et
Belarbi, 1995).

Les pectinases ont été utilisées, depuis plusieurs années, dans plusieurs industries,
comme les textiles, le thé, le café, I'extraction des huiles, le traitement des eaux usées
industrielles, etc. Ces enzymes pectolytiques sont employées par l'industrie de transformation
des fruits pour augmenter le rendement et améliorer la liquéfaction et la clarification
(depectinisation) (Be"lafi-Bako et al., 2007).

Le prétraitement par boues activées, des eaux usées contenant des pectines (provenant
de rejets de sous produits d'unités d'industries de Iégumes) avec des enzymes pectinolytiques
facilite ce traitement (Ranveer et al., 2005).

Le traitement du thé par les pectinases accélére sa fermentation et inhibe aussi la
formation des propriétés moussantes de sa poudre instantanée par destruction des pectines.
Ces mémes enzymes sont utilisées dans la fermentation du café pour enlever la couche
mucilagineuse des grains de café (Ranveer et al., 2005).

Les huiles d’agrumes, comme I’huile de citron peuvent €tre extraites par les pectinases.
Celles-ci détruisent les propriétés émulsifiantes des pectines, ce qui interfere avec la
collection d’huiles des extraits de peaux de citron (Ranveer et al., 2005).

Les enzymes jouent un role essentiel dans la technologie des jus de fruits. Les
préparations d’enzymes pectolytiques et amylolytiques interviennent depuis plus de 60 ans
dans la production des jus de pommes et de baies. Ces enzymes pectolytiques sont employées
par l'industrie de transformation des fruits pour augmenter le rendement et améliorer la

liquéfaction et la clarification (de pectinisation) (Be’lafi-Bako et al., 2007).
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IV.1. Objectifs du travail

L’objectif essentiel de ce travail est le dosage des enzymes pectinolytiques pour pouvoir
établir un lien entre la sécrétion enzymatique et le degré de la pathogénicité, ainsi, le travail
consiste a isoler et identifier la microflore fongique mycotoxinogéne des grains de feve seche
commercialisées dans la région de Tiaret ; et cela, a pour but de contribuer a I’amélioration
de I’état et des conditions de stockage des grains secs.
IV.2. Lieu et période du travail

Notre travail a été réalisé au niveau des laboratoires de microbiologie, Faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, Université Ibn Khaldoun, Tiaret, durant une période de
deux mois, dul8 Février jusqu’au 19 Avril 2019.
1V.3. Matériel utilisé
IV.3.1. Matériel végétal

Pour réaliser ce travail, nous avons utilisé cing (5) échantillons de grains de féve seche,
qui ont été collectés a partir de cing communes différentes de la région de la wilaya de Tiaret
(Ain Dhab, Hamadia, Sidi housni, Machraa sfa, Oued Lili), pendant de leur stockage 2 ans,
achetée par un vendeur de magasin qui fait le stockage avec condition différante (ventilation,

humidité, température,...) (Figure 07).

Figure 07: Grains de feve seche.

1VV.3.2. Milieux de culture
Deux milieux synthétiques ont été utilisés pour isolement et la purification des
moisissures a partir des grains de féeve séche (PDA et Agar 2%). Le milieu Czapeck-Dox

modifi¢ a été utilisé pour faire le dosage de 1’activité pectinolytique.
1VV.3.3. Appareillage, produits, verrerie et matériel consommable

L’appareillage, les produits, la verrerie et le matériel consommable utilisés dans notre

travail sont illustrés sur le Tableau 04.

1

=
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Tableau 04: Appareillage, produits, verrerie et matériel consommable utilisés.

Appareillage et autres

Produits

Verrerie et matériel
consommable

-Agitateur <l KAMAG AH)

-Autoclave
WESKZEUG
VORRICGTUNGSBAU
7340 GEISLINGEND».

«WOLF,

-Bain marie kMEMMERT».
-Balance analytique «KERN».
-Balance ordinaire «KERN».
-Bec Bunsen

-Four Pasteur ktHERAEUS».
-Incubateur <t MEMMERT 854
SCHWABACH
WGERMANY ».

-Microscope
«OPTIKA B-350».

optique
-pH métre «LEYBOLD
HERAEUS.62865 ».

-Vortex «TECHNO
KARTELL TK3S».

-Amidon (CGH 1005)

-Acide
(HCI)

chlorhydrique

-Acide
polygalacturonique
(polygalacturonase)

-Acide
(H2S0,)

sulfurique

-Alcool
-ATB (céfazoline)

-Carbonate de Sodium
(NaCO3)

-Eau distillé stérile

-Hydrochlorique de
Sodium (NaOH)

-Hypochlorite de Sodium
(Eau de Javel)

-lode (1)
-Pectine

-Thiosulfate de Sodium
(Na28203)

-Ance de platine
-Bécher

-Boites de Pétri
-Eprouvettes
-Flacons

-Lames

-Pipette Pasteur
-Tube & essai
-Pipettes graduées
-Barreau magnétique
-Portoir de tube & essais
-fiole jaugée

-Ruban adhésif
-Erlenmeyers
-Burette
-Compresses stériles
- film alimentaire

- Aluminium

- seringues

-les gants médicaux et
masques (bavette)

-Papier absorbant

-
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IV.4. Protocole expérimental

[

Echantillonnage

i

Isolement des moisissures toxinogénes
PDA+ ATB (céfazoline)

Purification
(Culture monospore)

X

|
A

w

Vs

~

Recherche de 1’activité pectinolytique

X

y

\¢/

Milieu Czapeck-Dox +
Pectine

~

Milieu Czapeck-Dox +
glucose (Témion)

Milieu Czapeck-Dox +
Acide polygalacturonique

Dosage de D’activité
Pectine methylestérase (PME)

Dosage de 1’activité
Polygalacturonase (PG)

Y

(ANOVA)

[ Analyse statistique }

Figure 08: Schéma du protocole expérimental
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IV.5. Isolement des champignons a partir des grains de feve séche

L’isolement a été réalisé en se basant sur la technique, qui décrite par Davet et Rouxel
(1997) avec quelques modifications. Nous avons désinfecté les grains de feve seche avec
I’hpochlorite de Sodium (Eau de Javel a 30%) pendant trois minutes, pour éliminer les
bactéries, suivi de trois ringage avec 1’eau distillée stérilée pour éliminer les traces de 1’eau
javel. Apreés, nous avons déposé deux grains de feve séche dans une boite Pétri (de chaque
région) contenant le milieu PDA plus ATB (cefazoline) (Figure 09). Le travail s’est déroulé

dans la zone d’asepsie. Les boites ont €té incubées a 28°C pendant 72 heures.

Figure 09 : Isolement des moisissures a partir des grains de feve seche

IV.6. Purification des isolats fongique

La purification des isolats a été réalisée selon la méthode décrite par Henni et al. (1994)
par culture monospore avec quelques modifications. Cette technique basée sur la préparation
de dilutions décimales a partir d’un fragment de mycélium. Nous avons agité vigoureusement
au vortex pour libérer les conidies, puis réalisé¢ des dilutions jusqu’a 107 conidies/ml. En
suite, nous avons dépos¢ et €talé¢ a I’aide d’un rateau quelques goutes sur la surface de la
boite de Pétri qui contient le milieu Agar 2 %. Apreés incubation a 28°C pendant 24 a 72
heures, une observation a 1’ceil nu a été réalisé pour repiquer les germinations et les déposées
sur une boite de Pétri contenant le milieu PDA et ATB (cefazoline). Les boites ont été

incubées a 28°C pendant 5 a 7 jours. La Figure 10 représente les étapes de la purification.
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Ancede platine
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dem}'Cé]y\ /-\
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seringue
4

&ml
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D:107

Pipette pasteur

l 2 gouttes

<— Rateau
Agitation
imin étalements

Moisissure

Sml Léau
délité stérle

milieu Agar2 %

Incubation a 28°C
pendant24a 72h

¥
<—— milieu Agar2 %

D— Culture monospore

i Repiquage des

Disque germinations
(culture
monospore) <— Milieu PDA+ATB

incubationa 28 °C

) pendant5 a7 jours

Figure 10: Schéma des différentes étapes de la purification du champignon par culture
monospore

IV.7. Identification des isolats fongiques
L’approche classique d’identification des champignons filamenteux a été utilisée. Elle
basée les criteres de classification observables macroscopiquement et

est sur

microscopiquement (Carlotti, 2014).
IVV.7.1. Identification macroscopique

L’identification macroscopique des champignons se base sur des observations a 1’ceil nu
et repose sur 1’étude des caractéres culturaux (la pigmentation de la face et de I’envers des
colonies, la vitesse de croissance, le contour des colonies et 1’aspect du mycélium) (Booth,

1984 ; Nelson et al., 1981).
IVV.7.2. Identification microscopique

L’observation microscopique a été réalisée en utilisant la technique du drapeau décrite
par Guezlane-Tebibel et al. (2011). A I’aide du ruban adhésif, nous avons prélevé une
empreinte fongique des extrémités des colonies, puis nous avons déposé une goutte de bleu de
méthyleéne sur lame et recollé le ruban. L’observation a été réalisée par microscope optique

aux différents grossissements (Figure 1).

@
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—- Ruban adhésif
e Empreinte fongique

sur lame

Dépét Ruban adhésif l

=

-

o

C

v

(_.’_ Bleu de methylene

!

Microscope optique

‘(_ Lame

Figure 11 : Schéma de la technique du drapeau utilisée pour 1’observation microscopique

d’une empreinte fongique.
IV.8. Recherche de ’activité pectinolytique des isolats

Pour la recherche de I’activité pectinolytique, nous avons utilisé le milieu Czapeck-Dox
modifié (Karkachi, 2013). Nous avons préparé un volume de ce milieu réparti sur trois (03)
Erlenmeyrs. Nous avons ajouté 1 % de chaque substrat (pectine, glucose et acide
polygalacturonique) comme seule source de carbone au milieu. Le pH a été ajusté a 7.2. Les
milieux obtenus ont été autoclavés a 121°C pendant 20 minutes. Chaque Erlenmeyers a été
inocule par trois (03) disques de la souche fongique mycotoxinigéne Pénicillium obtenue. Les
Erlenmeyers ont été incubés a 28°C pendant 10 jours dans un bain marie secoueur. Le milieu

ou nous avons ajouté du glucose est utilisé comme témoin.
1VV.8.1. Filtration

Apres 10 jours d’incubation, nous avons procédé a une filtration a 1’aide d’une
compresse stérile, suivie de la mesure de la masse mycélienne, ainsi que du pH des filtrats de

cultures. Ces derniers ont été mis dans des tubes a visse stérilisés (Karkachi, 2013).
IV.8.2. Dosage de I’activité Pectine méthylestérase (PME)

Selon Karkachi (2013), Pour procéder au dosage des PME, nous avons procédé au
protocole experimental ci-dessous. La préparation dans des tubes a essais (test et temoin), elle

a été réalisée comme suite (Figure 12) :

-
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La préparation des échantillons Test Témoin
Filtrat de culture 1ml 1ml
Solution de pectine 0,5% 10 ml 10 mi
Ajusté le pH avec NaOH pH 7 /

Puis Incubé le témoin & 100°C pendant 15 min
Ajusté le pH avec NaOH / pH 7

Fait Incubation (le test et le témoin) & 30°C pendant 3 heurs

Puis titrés avec NaOH 0.05N jusqu’a le point équivalent

Ensuite la mesure de cette activité :

Volume du NaOH (ml) x Normalité du NaOH (N) x 10°

Activité en U/mol =
Temps (min) x Volume du filtrat (ml)

Filtrat de culture 1ml

N\

Solutionn de pectine
10ml

Testée Témoin
2
Incubé al00"C pendant 15min

Ajustéle PH 7 avec NaOH

Incubé a 30°C pendant3 h
Na2OH —>

—-—t

€ Testée Teémoin

Figure 12: Schéma du dosage de 1’activité PME.

1V.8.3. Dosage de I’activité Polygalacturonase (PG)
Selon Karkachi (2013), Pour procéder au dosage des PG, nous avons procédé a la

préparation des tubes a essais (test et t¢émoin) (Figure 13), elle s’effectue comme suite :
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La préparation des échantillons Test Témoin
Filtrat de culture (ajusté au pH 7) 3mi 3ml
Solution de PG 0,6% (ajusté au pH 4) 12ml 12ml

Puis sont incubé a 30°C pendant 2 heurs
On prélevé 5 ml de cette filtrat et détruire dans des erlenmeyer chaque erlenmeyer sont
recoit :

1ml de carbonates de sodium NaCO3 (1M)

5ml d’idiode I, (0.05M)

Les erlenmeyer sont déposées pendants20 min puis on ajoute :
Acide sulfurique H,SO4 (2N) 2ml 2mi
Filtrat de la culture 37ml 37ml

Pour titrer on mélange :
Thiosulfate de sodium (Na,S,03) 0.1N 0.1N
Amidon (CgH100s) 1% 1%

Ensuite la mesure de cette activité :

(A) (B) (Témoin (ml) - Test (ml)) (Fd)

Activité =
Temps (min) x Volume (ml) x ueq
A : 1umole acide galacturonique oxydé par 1micro-équivalent de 1’iode 12
B : micro-équivalent de S,0,/ml de la solution thiosulfate de sodium
Fd : facteur de dilution

e
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{ Filtrat de culture 3ml
[Ajusts APH 7 aﬁ'ecKaDﬂN
Solution de PG 12ml

/[_—"a_justé AP 4 a‘i.'ecHCl:.‘\

Testé T emoirn
»
‘ Imcube al~C pendant 15min
Incubée 3 305C pendant2h —I

.

i | e I 7ml: Filtrat d= cultore
y € 2ml: Acide sulfurigos
I - — Sml: Tod=
II,-' : s lml: carbonate de sodium

Thicsulfate + Amidon — = Sl :Testd TEmodin

— 1

g Testd TéEmoin

Figure 13: Dosage de I’activité polygalacturonase

IV.9. Analyse statistique (ANOVA)

L’analyse statistique des résultats expérimentaux et la représentation graphique ont été
effectuées par le logiciel : Microsoft Office Excel 2010 et Origin 8. Pour étudier la signifiance
de nos résultats expérimentaux, nous avons utilisé 1’analyse de la variance (ANOVA). Dans

ce contexte, le seuil de signification considéré est de 5 % (P < 0.05)

-
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V.1. Résultats

Nous avons isolé et identifie des moisissures mycotoxinogénes a partir des grains de

féve séche dans cinqg communes de la wilaya de Tiaret.
V.1.1. Isolement des souches fongiques a partir de différents grains de féve seche

Aprés 05 a 07 jours d’incubation a 28°C, nous avons remarqué la croissance fongique
au tour des grains de feve seche dans 05 communes de la wilaya de Tiaret (Figure 14), avec

différents pourcentages (Tableau 05).

Figure 14: Isolement des champignons a partir des grains de féve séche.
Tableau 05: Pourcentage de la population fongique isolée a partir de la féve seche
commercialisé dans la région de Tiaret.

Région Pourcentage de Ia(%pulation fongique
Ain Dhab 66,66
Hamadia 66,66
Machraa Sfa 33,33
Oued Lili 50,00
Sidi Hosni 50,00

Le pourcentage d’Ain Dhab et Hamadia est plus élevé, correspondant a 66,66%. Un
pourcentage de 50,00% pour les échantillons des régions Oued Lili et Sidi Housni, et avec un
faible pourcentage dans la région Machraa Sfa 33,33%.
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V.1.2. La Purification des isolats

La purification par culture monospore (Figure 15), nous a permis d’obtenir 6 souches
purifies parmi un total de 16 souches fongiques. La région Ain Dhab comporte 4 souches,
correspondant a 25% de la population fongique isolée. Le méme résultat pour la région
Hamadia a été observé. Les régions Oued Lili, Sidi Housni, comportent 3 souches
correspondant a 19%. Un faible pourcentage de 12 %, correspondant a la région de Machraa
Sfa représentée par deux souches (Figure 16).

a b c d e

Figure 15: Purification par culture monospores des souches.
a: Alternaria, b et ¢ : Aspergillus, d : Fusarium, e : Penicillium.

M Ain Dhab

M Hamadia

i Machraa Sfa

M Oued Lili

M Sidi Housni

Figure 16: Pourcentage de contamination de chaque région a prés la purifucation.

E
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V.1.3. Identification des isolats fongiques
Pour identifier des isolats fongiques, il a fallu se baser sur les caracteres
macroscopiques et microscopiques. Les principaux genres identifiés sont: Alternaria,

Aspergillus Fusarium, Penicillium et Rhizopus, dont les quatre premiers sont connus pour leur
activité mycotoxinogene (Tableau 06).

Tableau 06: Représentation de la distribution des isolats fongique

Région Isolats
Ain Dhab Aspergillus et Rhizopus
Hamadia Alternaria, Penicillium et Rhizopus
Machraa Sfa Rhizopus
Oued Lili Fusarium et Penicillium
Sidi Housni Aspergillus, Fusarium et Rhizopus

V.1.3.1. Identification macroscopique
Dans cette identification macroscopique, nous avons étudiés les caracteres des

différents isolats qui vont sélectionnés sur le milieu PDA. Nous a permis de mettre en
évidence trois morphotypes notamment : cotonneux, duveteux, et poudreux (Figure 17).

Ainsi que la vitesse de croissance, et I’aspect du mycélium, etc. Les résultats obtenus
sont représenté dans le Tableau 06.

(a) (b) (©)

Figure 17: Observation macroscopique des différents morphotypes.
(@) Aspergillus; (b) Fusarium ; (c) Alternaria.
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Tableau 07: Caractéres macroscopiques des souches purifiées cultivées sur le milieu PDA.

Région

Code

Observation

macroscopique

Aspect macroscopique

Genre

Ain Dhab

AD-3.1

colonies granuleuses, d’une
pigmentation noire avec un

contour blanc.

Aspergillus

Hamadia

HM-2.2

Colonies duveteux a
granuleux
Pigmentation : vert fance a

noire

Alternaria

HM-2.3

Colonies poudreuses, avec
une pigmentation bleu-vert

avec un contour blanc.

Penicillium

Mechra Sfa

MS-2.2

Colonies a croissances tres
rapide, cotonneuse, avec une

pigmentation grise foncées

Rhizopus

Oued Lili

OL-2.2

Colonies duveteuses, d’une
pigmentation blanche- rose

saumon

Fusarium

Sidi Housni

SH-2.2

Pigmentation  Jaune-verte
brillante

Croissance : rapide

Aspergillus

5
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V.1.3.2. Identification microscopique

Apres la technique de drapeau, on fait I’examen microscopique d’une colonie fongique

pour réalise 1’aspect du mycélium, des spores, des phialides, des conidiophore (Figure 18).

Les résultats sont illustrés dans le Tableau 07.

S

Figure 18 : Observation microscopique de genre Penicillium (Grossissement 40).
M : mycélium siphonné ; S : spores

Tableau 08: Caractéres microscopiques des souches purifiées cultivées sur le milieu PDA.

Souches

Observation microscopique

(Grossissement 400)

Aspect microscopique

Genre

AD-3.1

*Hyphes septés

*téte aspergilliare :
conidiophore qui se
termine par une vésicule.

Aspergillus

HM-2.2

*Les hyphes, septés, sont
ramifiés et tardivement
certains filaments sont
pigmentés en brun

*Les conidiophores sont
cloisonnés,

* les conidies ou
porospores sont brunes,
pluricellulaires

*Aspect piriforme ou
ovoide

Alternaria
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HM-2.3

*Des conidies
unicellulaires globuleuses
* Des phialides en forme
de quille, en verticilles sur
des conidiophores ramifiés
aangle droit ou sur leurs
branches latérales.

Penicillium

MS-2.2

*Hyphes non cloisonnées.
Sporocyste globulaire.
*Columelle persistante
coiffe le sporocyste.
*Spores dispersées par
I’éclatement de la paroi du
sporosyste.

Rhizopus

OL-2.2

*Macroconidies sous
forme de fuseau.

* Microconidies sous
forme d’une virgule.
*Chlamydospores
rondes, épaisses
regroupées en chaine
ou isolées.

Fusarium

SH-2.2

* Conidiophores isolés,
ramifiés, terminés par un
pénicille

*Penicille constitué de
phialides branchés
directement a I'extrémité
du conidiophore..

Aspergillus

E
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V.1.4. Recherche de P’activité pectinolytique d’isolat

Apreés incubation pendant 10 jours et filtration, nous avons mesuré le pH et le poids de
mycelien dans chaque erlenmeyers. Les resultats sont représentés dans le Tableau 09 en
Annexe 04.

L’étude de I’activité pectinolytique a été réalisée en évaluant la croissance mycelienne
sur deux sources de carbone différentes (pectine et PG), et que nous avons comparé avec la
croissance en présence de glucose, qui est une source de carbone simple et facile a assimilée
par les champignons.

Les résultats obtenus sur les Figures 19 et 20, montrent qu’il y’a une grande différence
de la moyenne de la croissance pour la souche Penicillium. On remarque une masse de
croissance fongique maximale de (4,65 g) pour le glucose, (2,81 g) pour la pectine et (2,56 Q)
pour le PG.

L’activité pectinolytique avec différentes sources de carbone est variable. On observe
que P’activité la plus faible est représentée pour la source témoin qui est le glucose avec (4,3
peq). On observe des valeurs importantes pour la pectine et le PG de (63,8 peq) et (56,7 peq)
respectivement.

L’analyse statistique a montré que la source de carbone influence significativement
’activité pectinolytique (P < 0,05).

6

N

Masse mycélienne (g)
W

]
|

Pectine PG Glucose

Source de carbone

Figure 19 : Influence de la source de carbone sur la masse mycélienne.
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Figure 20 : Influence de la source de carbone sur 1’activité pectinolytique.

La Figure 21 représente Variation de ’activité pectinolytique et de la masse fongique en
fonction du pH.

L’activité pectinolytique a augmenté a pH 6 et diminue a pH 5, contrairement au poids,
qui est élevé a pH 5 et diminue a pH 6.5. La forte activité est caractérisée par une
augmentation maximale, qui est enregistrée apres 10 jours, suivie dans le milieu a pH 6 en
présence de la pectine et a pH 6.5 en présence de PG, et elle n’est pas détectable en présence

de glucose.
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Figure 21 : Variation de I’activité pectinolytique et de la masse fongique en fonction du pH
V.2. Discussion

Ce travail est basé sur I’identification des moisissures productrices des mycotoxines et
faire le lien avec leurs activités pectinolytiques dans la wilaya de Tiaret, dans le but de
valorisé I'utilisation de ces enzymes dans industrie et éviter la contamination.

Les résultats obtenus par identification macroscopique a I’ceil nu et microscopique par
microscope optique montrent des morphologies différentes. Le caractére morphologique qui
donnent quatre morphotypes différents : I’aspect cotonneux, granuleuse, duveteux, et
poudreux avec pigmentation différentes (noiratre, vert jaune, bleu-vert, rose saumon...).

Les observations de la souche Aspergillus, montre des colonies verts-jaunes pour
A.flavus, jaunes puis noire pour A. niger, qui sont confirmées par Chabasse et al. (2002).Les
Aspergillus sont caractérisés par un appareil végétatif appelé thalle formé de filaments
mycéliens hyalins, cloisonnés et ramifiés avec phialides (Raper et Fennell, 1965).

Pour le genre Fusaruim, les phialides présentent, le plus souvent, une colonie avec
pigmentation rosatre, avec forme duveteuse ou cotonneuse. Des conidiophores courts et
ramifies, qui portent les phialides. On distingue deux types de conidies : des microconidies et
les macroconidies. Ces résultats sont enregistrés par Leslie et Summerell (2006). La présence

des macroconidies c’est le principal caractére morphologique des Fusarium.

E
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L’identification de la souche Penicillium montre que les colonies ont une teinte grise-
bleue, bleue-verte ou grise-verte. Leur thalle est formé d’un mycélium septé et hyalin. Il porte
des conidophores simples ou ramifiés. Les phialides sont disposés en verticilles a I’extrémité
des conidophores. Les phialides sont, elliptiques, cylindriques ou fusiformes, lisses ou
rugueuses, hyalines, grisatres ou verdatres qui sont décrit par les travaux de Botton et al.
(1990).

L’identification macroscopique d’Alternaria montre des colonies, blanches-grises au
départ, qui deviennent rapidement foncées (vertes foncées a noires) a la face comme a
I’envers. Sur le plan microscopique, les hyphes, septés, sont ramifiés, et tardivement, certains
filaments sont pigmentés en brun. Les conidiophores sont cloisonnés, bruns, simples ou
ramifiés, plus ou moins droits ou flexueux (géniculés). Les conidies ou porospores sont
brunes, pluricellulaires, d’aspect piriforme ou ovoide, avec une partie basale arrondie et une
extrémité apicale allongée en bec plus ou moins important (Chabasse et al., 2002).

Plusieurs champignons sont capables de produire in vitro comme in situ les enzymes
pectinolytiques. La pectine méthyl-estérase et la polygalacturonase sont produites in vitro par
les champignons du genre Penicillium, ce qui est démontré par Gorlenko et Ordzhonikidze
(1974).

Les facteurs physicochimiques ont une grande influence sur le développement des
moisissures. La grande majorité des champignons filamenteux se développent dans une zone
de pH de 4.5 a 8.0. Les enzymes extracellulaires produites dans des milieux complexes
peuvent avoir des optima de pH d’activité treés différents (plus acides ou plus basiques)
(Botton et al., 1999).

La forte activité est caractérisée par une augmentation maximal a pH 6 et diminuée a pH
5. contrairement au poids qui augmente a pH 5 et diminue a pH 6.5,que nous avons
comparait avec le travaille de Gharbi (2014).

Les enzymes pectinolytique sont classees selon la nature du substrat, le mécanisme de
dégradation et le type de clivage (Favela-Torres et al., 2006). L’activation de la PE peut étre
suivie soit par le dosage du méthanol libre soit par la détermination de I’augmentation du
nombre de carboxyle libre, ou encore, en utilisant un régulateur de pH. En effet, I’ionisation
du groupe carboxyle produit un proton dans le milieu, ce qui cause une variance du pH
(Jayani et al., 2005).

Les PG sont des enzymes qui interviennent dans la dépolymérisation des acides
pectiques et des pectines tres peu méthylées. Toutfois, lorsque le degré de méthylation

augmente, la vitesse d’hydrolyse de I’enzyme diminue (Sakai et al., 1982).
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Les travaux de Yoshida et al. (2003) ont monté la présence de trois enzymes pectiques
(pectate lyase polygalagturonase et pectine lyase) dans le filtrat de cultures de Rhizopus
oryzae cultivé dans un milieu liquide contenant de la pectine et des racines maceérées
séparément. Par contre, El-hendawy et al. (2002) n’ont pas détectés I’activiste pectine
méthylestérase et polygalagturonique dans les filtrats de cultures, mais elle était présente dans
des extraits de racines de carotte et de fruit de poivre infectées par Erwinia. D’autre part, les
filtrats de culture et d’extraits de tissu végétaux infectés contenaient 1’activité pectine lyase.
Des activistes enzymatiques PME et PG ont été retrouvées dans les filtrats des isolats. Elles
sont plus fortes et sont détectées plus précocement dans les filtrats. Mais ces résultats ne
suffisent pas pour démontrer I’implication de ces enzymes dans la pathogénicité (Gharbi,

2014).

La polygalacturonase produite par Penicillium italicum et P. digitatum facilite la
pénétration des hyphes dans la paroi cellulaire des fruits du citronnier durant le processus de
dégradation (Barmore et Brown, 1980). Les polygalacturonases sécrétées seraient donc des
polygalacturonases qui agissent par mécanisme d’hydrolyse. En effet, divers souches sont
connues dans la production de ces enzymes selon Waksman et al. (1992) et Stotz et al.
(1994).




Conclusion




Conclusion

Au cours de notre étude, menée sur I’étude de la flore fongique potentiellement
productrice de mycotoxines, isolée a partir des grains de féve seche commercialisés anse cing

communes de la région de Tiaret.

Cette analyse effectuée sur les échantillons des grains de féve séche ont permis d’isoler
16 souches fongiques et nous avons identifié 6 isolats fongiques comme étant
mycotoxinogenes, appartenant a 5 genres de moisissures: Alternaria, Aspergillus, Fusarium,
Penicillium et Rhizopus, avec une dominance du genre Rhizopus dans la région de Machraa
Sfa on trouve a 100%. Les genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium et Alternaria ont été
détectés dans les autres échantillons. Ces genres constituent un facteur important de

détérioration et de sécrétion de mycotoxines dans les feves séches.

L’étude enzymatique montre une nette influence de la source de carbone (pectine, PG et
glucose) sur l’activité¢ enzymatique PME et PG dans les filtrats de culture de la souche
Penicillium. D’aprés 1’analyse statistique, nous avons constaté que 1’activité pectinolytique et
la masse fongique varient en fonction de la source de carbone, et que 1’augmentation de la
masse est inversement proportionnelle par rapport au pH.

A partir des résultats précédents, nous avons noté que 1’isolat de Penicillium produit les

deux types d’enzymes pectinolytiques (PME et PG).

Au terme de cette étude, nous pouvons dire qu’il reste comme perspectives de purifier et
d’identifier et doser les mycotoxines sécrétées pas la souche utilisée, ainsi que la
détermination du poids moléculaire, des enzymes pectinolytiques sécrétées, par

électrophorese
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Annexe 1

Composition des milieux de cultures
Tous les milieux de culture ont été autoclavés a 120 °C pendant 15 minutes sous une
pression 1de 1 bar.

Milieu PDA (Potatos —Dextrose- Agar) (Bouhot et Billotte, 1964).

Pomme de terre................ 200g
Dextrose.........ccovvvvennnnnn. 20g
Agaragar..............oeininne 20g
Eau Distillée .................. 1000ml

Milieu Agar 2% (Downes et Ito, 2001).

Eau Distillée................... 1000ml
Agaragar.................oueee 20g

Milieu CDB (Czapek- Dextrose- Broth)
Eau Distillée............ccccoverne. 500ml
FeSod...oovniieiiiiii.. 0.005¢g
KCL.o 0.025¢g
KH2POg. ..o, 0.5g
MQgSO04..cuviiieiiiiii 0.25¢g
NasNO3z. oo, lg

.
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Annexe 2
Opération de rincage et isolement les grains de féve seche

(A)

(©)

Figure 22 : Ringage et isolement a partir des grains de féves séches
A : Ringage ; B : Isolement ; C : Incubation.
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Annexe 3
Souches obtenues par isolement

G H |

Figure 23: Isolement des champignons a partir des grains de féve séche de chaque commune.

A: AD-1, B: AD-2, C: HM-2, D: HM-3, E: MS-2, F: OL-1, G: OL-2, H: SH-2, I: SH-3.
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Annexes

Tableau 09: Variation du pH, de I’activité pectinolytique et de la masse fongique en fonction

de la source de carbone.

Pectine PG Glucose
pH initial 7,20 7,2 7,2
pH obtenu 6,00 6,50 5,00
Masse () 2,81 2,56 4,65
Activité pectinolytique (ueq) 63,80 56,70 4,30
Pectine PG Glucose

Avant
I’incubation

Apres
I’incubation

Figure 24: Culture sur milieu Czapeck-Dox modifié, inoculé par la souche de Penicillium
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Résumé
La féve seche est parmi les légumineuses les plus touchées par les moisissures qui synthétisent des
mycotoxines lors du stockage. La pectinase est aussi sécrétées par ces moisissures mycotoxinogénes, et génére la
dégradation de la paroi cellulaire de la plante. L’identification de la flore fongique basée sur 1’analyse des
caractéristiques morphologiques macroscopiques et microscopiques, nous a permis d’obtenir 16 souches
fongiques appartenant a cing (5) genres différents, dont quatre (4) sont connus par leur production de
mycotoxines : Alterneria, Aspergillus, Fusarium et Penicillium, ainsi que le genre Rhizopus qui est considéré
comme agent d’altération. L’étude de I’activité enzymatique pectine méthylestérase et polygalacturonase par
dosage, et I’influence du pH dans les filtrats de culture de la souche Penicillium ont monté une variation de
I’activité enzymatique, avec une grande influence du pH sur la production enzymatique, et qui a donné une
activité plus faible a pH 5 pour le témoin (glucose) avec (4,3 peq) et une croissance fongique maximale (4,65 g),
par rapport aux pectines et PG avec une masse de croissance faible (2,81 g) et (2,56 g), et I’augmentation de
I"activité (63,8 peq) et (56,7 peq) respectivement a pH 6.
Mots clés : Feve seche, moisissures, mycotoxines, Penicillium et activité pectinolytique.
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Abstract

The dry bean is leguminous plant affected by fungal species which synthesize mycotoxins during storage.
The pectinase is also secreted by these mycotoxigenic fungi, and generates the degradation of plant cell wall.
The identification of the fungal isolates based on macroscopic and microscopic morphological characteristics,
enabled us to identify 16 fungal isolates belonging to five (5) different genera, of which four (4) are known by
their production of mycotoxins: Alterneria, Aspergillus, Fusarium and Penicillium, as well as Rhizopus, which is
considered as deterioration agent. The study of the enzymatic activity pectin methylesterase and
polygalacturonase of Penicillium sp. shows a variation of the enzymatic activity, with a great influence of the pH
on enzymatic production, and which gave a weaker activity to pH 5 for the witness (glucose) with (4,3 peq) and
a maximum fungial growth (4,65 g), compared to pectins and PG (2,81 g) and (2,56 g), and the increase in the
enzymatic activity (63,8 peq) and (56,7 peq) respectively in pH 6.

Key words: Dry bean, fungi, mycotoxins, Penicillium and pectinolytic activity



