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Les arachides sont parmi les produits de nécessaires pour la nutrition humaine et
animale. En revanche, ils présentent un risgue éevé de contamination par des moisissures,
selon des conditions spécifiques de la température, le temps de stockage, humidité, récolte
aux champs et la composition du substrat, qui peuvent contribuer a la détérioration rapide,
suite ala croissance fongique (Nguyen, 2007).

Les moisissures, ou les champignons filamenteux, sont des acteurs importants du
monde microbien. Ils sont impliqués dans une multitude de processus biologiques de
I’ environnement. IIs présentent, en outre, un intérét économique, en raison alafois de leur
utilité et de leurs activités néfastes multiples: atérations des produits alimentaires et
détériorations dans de nombreux autres domaines : production de mycotoxines, vie
parasitaire aux dépends de I’homme, des animaux et des plantes (Pereira et al.,2013).

Ainsi, leur présence indésirable donne aux aliments des odeurs moisisses et
modifient leur aspect viala production de pigments.il ya donc une réduction quantitative et
qualitative des valeurs alimentaires de la durée, accompagnée d'une baisse du rendement
des récolts.les métabolites produits par ces champignons lors de croissance sont aussi des
éléments majeurs dans I’ atération des denrées alimentaires. Donc les mycotoxines sont les
plus grave en raison de risque intoxication (Nguyen, 2007).

Les mycotoxines, réduisant la vaeur nutritionnelle, modifiant |'aspect
organoleptique. Elles sont reconnues pour leurs caracteres cancerogenes,
immunosuppresseurs, cestrogenes, tératogénes etc. Elles peuvent aussi étre a la base
d énormes pertes économiques a |’agriculture et aux industries agroalimentaires
(Cahagnier et al. 1995; Mateo et al. 2002 ;Alborch et al. 2011).

Par ailleurs, les moisissures synthétisent un grand nombre de substances complexes
économiquement trés importantes : acides organiques, antibiotiques, et enzymes
(Mehravar et Sardari, 2011; Pereira et al.,2013).

Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologie et refletent de
plus en plus I'importance et le réle infini des moisissures dans les différentes applications
alimentaires. Parmi ces enzymes, les pectinases , qui sont largement distribuées dans les
plantes supérieures et dans les microorganismes .Cette famille d enzymes est capable

d attaguer une variété de liaisons chimiques des pectines .
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La plupart des préparations commerciales de pectinases sont d' origine fongique

(Jayani et al., 2005).
Dans ce contexte, I’ objectif de ce travail est d'isoler et identifier les moisissures
mycotoxinogenes a partir des arachides commercialisées dans différentes régions de Tiaret

et dosage de I’ activité péctinol ytique des moisi ssures mycotoxinogenes.
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Chapitre I Etude Bibliographique

|.1. Généralités sur lesarachides

L’ arachide (Arachishypogaeal .), également appel ée cacahuete ou cacahouete, pois de
terre, pistache de terre et pinotte (de I'anglais peanut), est originaire de I’ Amérique du Sud
précisément sur la cbte nord-extréme du Pérou.L’arachide appartient a la famille des
Fabaceae. Le genre Arachiscomporte soixante neuf especes dont, presque la totalité, sont des

especes diploides sauvages (Krapovickas et Gregory, 1994).

Au plan nutritionnel, I’arachide est une oléo protéagineuse. La graine d arachide
contient 45 a 52% d' huile qui est de meilleures qualités nutritionnelles comparativement aux
autres oléagineux, et est riche également en protéines (12 a 36 %). Elle constitue une
importante source de protéines faciles a digérer, de sucres, de vitamines E la vitamine A
(Dwividiset al., 2003).

|.2. Généralités sur les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques. Ce sont des organismes
pluricellulaires dont |’ appareil végétatif, le thalle, est formé de longs filaments ramifiés et
souvent cloisonnés que I'on appelle des hyphes. Lorsgue la croissance est suffisamment
avancée, |’ensemble des hyphes constitue un mycélium visible a I'ceil nu qui se présente
comme une sorte de feutrage a la surface colonisée (Nicklinet al., 2000). Ces micro-
organismes sont largement répandus dans la nature, et peuvent étre observeés a divers endroits
(atmosphere, sol, eau, végétaux et déchets organiques, etc.), et tout particulierement sur les
denrées alimentaires entreposées, stockées depuis un certain temps (pain rassis, fromage ou
fruits) (Tabuc, 2007 ; Berthier et Valla, 2002 ; Marie et al.,2002).

Les moisissures sont agrobies, en général, sont acidophiles (pH compris entre 3 et 7)
(Nicklin et al., 2000) et mésophiles (température optimale entre 20 et 30°C) (Botton et al.,
1990). Cependant, certaines especes sont psychrophiles, se développant a basse température
(inferieure a 15°C ou méme parfois inferieure a 0°C). Elles ont, en genéral, 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...), qui en font des agents de dégradation dangereux,

mais aussi parfois, des alliés utiles (affinage des fromages, production d’ enzymes...).

|.3. Moisissures mycotoxinogenes
L es moisissures mycotoxinogenes sont un groupe de champignons capable de produire

des mycotoxines dotées génétiquement d'un pouvoir toxinogéne(Reboux, 2006). Plus de 150

5



Chapitre I Etude Bibliographique

moi sissures mycotoxinogenes sont connues actuellement, elles appartiennent principal ement
aux genres Alternaria, Aspergillus, Fusariumet Penicillium (Pamelet al., 2010). Il semblerait
qu'il s'agit d’une réaction du champignon face a des conditions environnemental es stressantes

(température, humidité trop éevées ou trop basses).

La production des mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Par
conséquent, les facteurs capables d'influencer la croissance fongique vont aussi jouer un role
sur la toxinogénése. D’une maniere générale, les conditions environnemental es nécessaires a

la production de mycotoxines sont plus étroites que celles permettant |a croissance fongique.

|.4. Mycotoxines
[.4.1. Nature et origine des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires, toxiques, de faible poids
moléculaire (entre 200 et 10.000 daltons), excrétées par certaines moisissures qui se
dével oppent sur divers produits agricoles sous des conditions environnemental es particulieres
(Krska, 2009).

A ce jour, 300 & 400 mycotoxines sont connues (Pameletal., 2010). Il s agit de
petitesmol écules peu solubles dans I’ eau, peu volatiles et difficilement métabolisées par les
organismes vivants. Elles sont trés stables a I’acidité et a la chaleur (Ruppolet al.,2004).
L'origine chimique des mycotoxines est trés diverse, certaines dérivent 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) (L eclerc et al.,2005).

|.4.2. Effets des mycotoxines

La FAO estime que plus de 25 % des récoltes mondiales sont significativement
contaminées par des mycotoxines (Krska, 2009). L’ingestion d aiments contaminés par les
mycotoxines peut étre a |’ origine de toxicités aigués ou chroniques nommées mycotoxicoses.
Cependant, les intoxications aigués sont rares, spécifiquement chez I'Homme, en raison des
faibles quantités pouvant étre ingérées avec des aliments contaminés,mais I’intoxication
chronique est souvent a craindre et ce, a cause de I’ effet cumulatif des doses fixées sur des
organes cibles, tels que le foie ou les reins(Leclerc et al., 2005). Les mycotoxines peuvent
aussi avoir des effets cancérogenes,mutagenes, tératogenes et immunosuppresseurs(Pamel et
al.,2010).
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[.4.3. Importantes mycotoxines
[.4.3.1. Aflatoxines

Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites secondaires hautement toxiques produites
par différentes espéces fongiques toxinogenes(Aspergillus flavus, A. parasiticus...). Ce sont
les Anglais qui ont isolé une des molécules responsables, I'AF (Adams et al. 2002 ;
Chapeland-Leclerc et al., 2005). Ces contaminants naturels de |’alimentation humaine et
animale sont a la base de divers problémes tels que les déficiences nutritionnelles,
I”immunosuppression, le cancer du foie, les effets mutagéenes et tératogenes (Wagacha et
Muthomi., 2008).

[.4.3.2. Ochratoxines

L'ochratoxine est une mycotoxine dimportance mondiale produite par des
champignons microscopiques qui sont des contaminants courants des produits alimentaires.
L’ochratoxine A (OTA) a éé decouverte pour la premiere fois chez
Aspergillusochraceus(Van der Merweet al., 1965). Elle est produite par deux
genresfongiques : Aspergillus (A. ochraceus, A. cabonarius, A. niger...) et Penicillium (P.
verrucosum, P. nordicum...). Ce dernier genre produit |’ochratoxine A a une température
optimale entre 20 et 25°C (Estebanet al., 2004).

1.4.3.3.Trichothécénes

Les Trichothécénes sont un groupe de mycotoxines produites principalement par le
genreFusarium(Placintaet al., 1999). Ce sont des métabolites fongiques connus pour
contaminer les grains stockés et d’autres produits agricoles (Ueno, 1977). La production de

trichothécenes dépend de latempérature et de I’ activité de I eau.

1.4.3.4. Zéaralénone

La zéaralénone est une autre fusariotoxine, de nature lactonemacrocyclique, dotée d’ une forte
affinité pour lesrécepteurs des oestrogenes(RILEY et al., 1998).L’ occurrence de ces toxines
est favorisée par |’ élevation de lateneur en eau et la diminution de température.

[.4.3.5. Moniliformines

Certaines espéces de Fusariumont la capacité de production de ce groupe de
mycotoxinesdans le blé telle queFusariummoniliforme. L’optimum de cette production est
dans les températures ambiantesentre 25 et 30°C (Xu et al., 2003).

-



Chapitre I Etude Bibliographique

1.4.3.6.Patuline
Cette mycotoxine est produite par plusieurs Penicilliumcomme par exemple: P.
expanseum,qui produit la patuline entre 0 et 30°C (Sommer et al.,1974).

1.4.3.7. Citrinine

La Citrinine (CIT) a été décrite en 1931 comme pouvant ére utiliste comme un
antibiotique, mais finalement, elle a été rejetée a cause de satoxicité (Adams etal., 2002). La
CIT est un métabolite secondaire toxique, tout d’abord isolé de P.citrinum(Hetherington,
1931).

|.5. Détoxification

Les mycotoxines posent un probleme important universel de santé publique, pour
I'agriculture, et les sciences économiques. Pour pouvoir lutter contre les moisissures et les
mycotoxines, il faut savoir a quel moment elles se développent. Ainsi, il est possible de
définir six moments privilégiés au cours de I'édaboration d'un produit: lors de la culture, de la
récolte, du stockage, de la transformation, de I'alimentation des animaux et enfin lors de la

consommation par I'ére humain (Pfohl-L eszkowicz, 1999).

Tableau n° 1: Méthodes de lutte contre la contamination(Pfohl-L eszkowicz, 1999).

Période définie Solutions proposeées
- utiliser des plantes résistantes.
- limiter le dével oppement par I'emploi modéré de fongicides.
- arrosage adapté.
- apport en minéraux.
- veiller alamaturité du grain.
A larécolte - ingpection visuelle pour éliminer les éléments abimés.
- eviter lesrécoltes par temps humide.
- contréle et analyse périodique.
- maintenir une bonne température.
Au stockage - contréler I'numidité.
- détruire les produits contaminés.
- assurer une bonne aération des silos.
- contréle et analyse, plus au niveau des mycotoxines quedes

Au champ

A latransformation

MO Si SSUres.
Dans
['alimentationdes - tests de contamination, puis décontamination si nécessaire.
animaux

-@liminer les aliments contaminés ;

A la consommation .
- adapter une bonne cuisson
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|.6. Pectinases
[.6.1. Définition

Les enzymes pectinolytiques « pectinases » constituent un groupe unique, complexe et
hétérogene de différentes enzymes agissant spécifiquement sur les substrats
pectinolytiques,notamment les polymeres de pectine qui représentent le polysaccharide
majeur de la paroicellulaire primaire et la lamelle moyenne de la paroi végétale. Cette action
se résume dans lescindement de [|'acide polygaacturonique (PGA) en acide
monogalacturonique, ouvrant ainsiles liaisons glycosidiques, réduisant |’ adhésion
intracellulaire et la rigidité tissulaire (TatianaDacosta et Flevo, 2005 ; Fogarty et Kelly,
1980).

[.6.2. Mode d’ action

Il est important de mentionner que les pectinases peuvent étre classées en se basant sur
la nature du substrat (pectine, acide pectique et oligogalacturonate), le mécanisme de
dégradation (trans-élimination ou hydrolyse) et le type de clivage (endo ou exo) (Favela-
Torres et al., 2006) en deux groupes principaux d enzymes dont les propriétés et le
moded’ action sont les pectines estérases (PE) et dépolymérases (polygal acturonases et lyases)

» Lespectinesestérases (PE) ou pectine méthylestérase (PME)

Ces enzymes catalysent |'hydrolyse des liaisons esters méthyliques adjacents a un
groupe carboxyle libre des pectines, enlevant ainsi les groupes méthyles de la chaine les uns
aprés les autres dans une direction donnée. Le résultat est la libération du méthanol et la
formation du PGA (Sakai et al, 1993). Leur mode d’ action reste toujours mal élucidé. Selon
(Jayaniet al. 2005), le mécanisme d attaque des PE varie en fonction de leur origine.
L’activité des PE peut étre suivie soit par le dosage du méthanol libéré, soit par la
détermination de |’ augmentation du nombre des carboxyles libres, ou encore en utilisant un
régulateur du pH puisque, I’ionisation du groupe carboxyle produit dans le milieuun proton

causant une variation du pH.
> Dépolymérases(polygalactur onases et lyases)

Sont des hydrolases qui possedent des activités endo- ou exogalacturonases. En
fonction du substrat et du mécanisme de clivage des liaisons glycosidiques, on distingue
quatre catégories différentes : Les PG et les PMG:qui agissent respectivement sur les pectates
et les pectines par hydrolyse. Les PGL et les PMGL: agissant par B-élimination sur les

K
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pectates et les pectines respectivement. (Alkortaet al, 1998).Suivant le mode d' attaque, la
réaction peut se faire soit de maniéere aléatoire ou bien de I’ extrémité de la chaine. Ce qui

permet la distinction des endo- et des exo-dépolymeérases(Jayaniet al, 2005).

1.6.3. Utilisation industrielle dela pectinase

Ces enzymes sont classées parmi les enzymes les plus importantes dans le secteur
industriel (Kashyapet al., 2001), en raison de leurs fréquentes et multiples utilisations.
Commetitre d’exemple, on cite les pectinases acides utilisées dans |'extraction et la
clarification degjus de fruit (Saxena et al .,2008) et les pectinases acalines faisant |’ objet
d uneimmense utilisation dans le dégommage des fibres de ramie, Portant enréponse a
I’ extréme usage biotechnologique de ces enzymes, ces derniéres sont produites parplusieurs
organismes comme les champignons (Aguilar et Huitron, 1990), les levures (Gainvors et
Belarbi, 1995).
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I1.1. Objectif du travail

Dans ce contexte, |’ objectif de notre travail est inscrit dans les axes suivants :

> Isolement et identification des moisissures mycotoxinogenes, a partir des arachides
commercialisées dans différentes régions de Tiaret.

» Dosage del’ activité pectinol ytique des espéces de moisi ssures mycotoxinogenes.

I1.2. Dateet lieu de travail

Ce travail a été réalisé durant la période du 10 février jusgu’au 10 avril, au niveau du
laboratoire de microbiologie de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université
Ibn Khaldoun- Tiaret.

11.3. Matériel et produitsutilisés
11.3.1. Matériel végétal

Au cours de cette étude, 05 échantillons d arachides commercialisees a Tiaret (Figure
01) ont été collectés au niveau des marchés des différentes régions de Tiaret (Takhmaret,
Frenda, Ain Dheb, Tiaret centre, Dahmouni), pour identifier les moisi ssures mycotoxinogenes

présentes dans ces grains d’ arachides.

Figure n°01 :Echantillon des grains d' arachide.

I1.3.2. Milieux de culture

Les milieux des cultures synthétiques utilisés pour I'isolement et la purification des

R

moisissures a partir des grains d' arachides sont PDA et Agar 2% (Annexe n°1).




Chapitrel|

Matériel et méthodes

I1.3.3. Autre matérid

L’ appareillage, la verrerie et les produits utilisés dans cette éude sont représentés sur le

Tableau 2.

Tableau n°2 :Appareillage, verrerie et produits utilisés.

Vererie

Produits

Appareillages Autres
-Microscope optique(OPTIKA) | -Eprouvettes -Alcool -Bec bunsen
-Vortex(TECHNO KARTELL) | -Flacons Antibiotique (Céfazoline) | -Boites de pétri
Autoclave(WOL FWESKZEUG- | - Lames -Bleu de méthylene -portoir de tube
VORRICHLUGSUN 7340 -Tubes & essal -Eau digtill ée stérile aessas
GEILINGEN) -Hypochlorite de sodium | -pissettes
-Agitateur (Eau de javel 30°) -lance de
magnétique(l KAMAG) -Hydroxyde de Sodium platine
-Balance anaytique (KERN 440- -pince de
45N) platine
-Incubateur(MEMMERT 854 -Barreau
SCHWABACH W- magnétique
GERMANY)

-Four Pasteur(HERAEUYS)
-Bain marigMEMMERT)
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| .4. Protocole expérimental

[ Echantillonnage (Arachides) }
U )
| solement
PDA+ATDB (céfazoling)

J
- .H - \

Purification

(Culture monospore) agar 2%

J

I dentification

[ Observation M acr oscopique } [ Observation Microscopique }
[ Activité pectinolytique }
I noculation I noculation
Czapeck-Dox glucose a 1% Czapeck-Dox pectine a 1%

< =

Filtration et Dosage de I’ activité pectine
méthylestérase (PME)

A 4

[ Etude statistique (ANOVA) }

Figuren® 02 : Schéma du protocol e expérimental
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[1.4. Tri desgrains
Pour chaque échantillon, une séparation des grains supposés contaminés et des grains
SUpPPOSES sains a été réalisee. La separation s effectue en se basant sur les critéres suivants :
lataille, la couleur et I'aspect des grains. tout changement de ces critéres des grains

permet de suspecter leur contamination intérieure (Botton et al., 1990).

I1.5. Isolement des moisissures a partir desdifférentsgrainsd’arachide

La technique d’isolement utilisée est celle décrite par Davat et Rouxel (1997). Avant
la mise en culture, les grains d'arachide ont été désinfectés superficiellement dans une
solution diluée d’hypochlorite de sodium a 30% (Eau de Javel) pendant 3 min pour chaque
échantillon. Les grains ont été ensuite rincés trois fois a |’ eau distillée stérile afin d’ éliminer
toute trace d’'hypochlorite de sodium.Nous avons prélevé 02 grains a partir de chaque
échantillon qui ont été placés avec une pinceBrucelle sur le milieu de culture PDA en
triplicate. Les boites de Pétri ont été incubées a 28°C pendant 3a 7 jours. Durant cette période,
un suivi quotidien a été effectué (Figure n° 03).

Figure n®°03: isolement a partir des grains des arachides sur milieu PDA
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I1.6. Purification desisolats

Apres isolement, plusieurs repiquages des souches de moisissures ont été effectués sur
milieuPDA et dans les mémes conditions d'incubation a I'aide d'une anse de platine
stérile.Apres incubation, des repiquages de maniere aseptique ont été effectués : des explants
de culture ne présentant aucune contamination sont prélevés au niveau de la zone périphérique
des colonies ou la culture est encore jeune. L’ opération est renouvelée jusgu’a I’ obtention de
colonies morphol ogiquement homogenes.

Afin d'obtenir un matéid de la flore fongique génétiguement homogéne nous
avonsprocédeé a la culture monospore. Elle s effectue selon la méthode décrite parHenni et
al., (1994). Cette meéthode repose sur la préparation de dilutions décimales. Nous avons
prélevé un fragment de mycélium qui a ééntroduit dans un tube contenant 9 ml d'eau
distillée stérile. Apres agitation du tube a I’aide d'un vortex, nous avons préevé 1ml de la
suspension conidienne, que I’ on aintroduit dans un tube contenant 9 ml d’ eau distillée stérile.
Un volume de 0.1 ml a été déposé et étalé a I’aide d une pipette Pasteure sur la surface du
milieu Agar 2 % dans les boites de Pétri.Apres 48 heures d'incubation a 28°C, les
germinations conidiennes ont été prélevées et déposées au centre desboites de Pétri contenant
le milieu PDA. Les boites de Pétri ont été incubées a 28°C pendant 3a5jours.

[1.7. Identification desisolats

L’identification d'une espece fongique repose sur I'analyse des critéres culturaux
(température et vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces derniers
sont constitués des paramétres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers) et
microscopique (aspect du mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores,...)
(Cahagnier et Molard, 1998).

[1.7.1. Identification macroscopique

L’ éude des caractéres macroscopiques a porté sur tous les groupes demoisissures
purifiées. Elle repose sur des observations a I’ ceil nu et nous avons utilisé la méthode décrite
par (Booth, 1984 et Nelson et al., 1981). Les caractéres éudiés sont la couleur et la texture
du thalle; la couleur du revers de la colonie; le contour de la colonie et la vitesse de

croissance apicale.
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[1.7.2. Identification microscopique

L’ examen microscopigue d’ une colonie fongique est fondé essentiellement sur I’ étude
morphologique du mycélium (absence ou présence de cloisons, couleur, mode de
ramification, différentiation des thalospores...) et des spores (forme, couleur, texture des
parois, groupement en chaines, etc...) (BOTTON et al.,1990). Généralement, un examen a
I’ objectif x40 est suffisantpour mettre en évidence la plupart des éléments importants de
diagnostique(Chagnier et Mollard, 1989).

Nous avons place délicatement une empreinte fongique prélevée a I’aide d’un ruban
adhésif sur une lame en lui gjoutant le bleu de méthyléne sont réalisé par la technique de
drapeau (Pitt et Hocking, 2009).L'observation est effectuée au microscope optique aux

différents grossissements.

11.8. Conservation
Les moisissures purifiées sont conservées a 0°C aprés étre ensemencées sur milieu
PDA inclinées et incubées a 28°C pendant 4 jours.

11.9. Activité pectinolytique
11.9.1. Etude de la croissance mycélienne et |’ activité pectinolytique

Dans cette étude, nous avonsessayé de comparer I'influence de deux substrats
organiques appartenant a des groupes chimiqguement différents (glucose, pectine) sur la
croissance mycélienne. Ces deux substrats ont été utilisés comme seule source de carbone
dans un milieu minérale (milieu liquideCzapeck-Dox modifié),ce qui implique I’ obtention de
deux milieux :Czapeck-Dox glucose a1% et Czapeck-Dox pectine a 1 %, contenus dans des
erlenmeyers a raison de 30 ml.Le pH initial était de 7.2. Chaque erlenmeyers a été inoculé
avec trois disgues mycéliens del’isolat fongique Aspergillus fimigatus. Trois répétitions ont
été préparées pour chague milieu de culture. Nous avons réalisé une incubation a 28 °C
pendant 10 jours avec une agitation permanence dans un bain marie secoueur.

[1.9.2. Préparation des extraits enzymatiques

Apres incubation, le mycélium a été récupére par filtration en utilisant des compresses
stériles, et le poids mycélien a éé noté.Les filtrats de culture ont été répartis dans les tubes a
essais araison de 10ml par tube,le pH a été noté.
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11.9.3. Dosage de |’ activité pectine méthylestérase (PME)

La technique de dosage de I’ activité de cette enzyme est basée sur I’augmentation de
I’activité due a une déméthylation d'un substrat pectique. Elle sest effectuée selon la
méthode décrite par Karkachi (2013). 1ml de filtrat de culture a été gouté a 5ml d’ une
solution pectine, le milieu réactionnel a été gusté apH 7 avec du NaOH. Dans |’ essai témoin,
la préparation enzymatique a été portée a 100°C dans un bain marie pendant 15 min avant
d étre gusté a pH 7. Les filtrats de cultures testés et les témoins sont incubés a 30°C en
agitation pendant 3h, puis titré avec du NaOH O0.05N. Durant le dosage, une
homogeénéisation constante doit étre maintenue. L’ activité est exprimée en unité/mol, ou en
unité correspond au volume du filtrat nécessaire pour obtenir la libération d’un micro-
équivalent de H+ par min,elle est ensuite rapportée au volume de filtrat de culture. La mesure

del’activité enzymatique de PME est calculée de la maniére suivante :

Activité en U/mol =V olumedeNaOH(ml)xNormalisation du NaOH(N)x10°

Temps (mn)xvolume du filtrat(ml)

11.10. Analyses statistiques

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

ce contexte, |le seuil de signification considéré est de 5% (P< 0.05).
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I11.1. Résultats
[11.1.1. Isolement et purification de moisissures

Apreés incubation pendant 347 jours,nous avons remarqué la croissance de différents
aspects fongiques sur certains grains d arachide.Les résultats obtenus dans cette éude

montrent que les échantillons anal ysés sont contaminés par 1es moisissures.

Nous avons obtenus onze(11) isolats fongiques, répartis sur cing régions a Tiaret dont

les pourcentages de contaminations sont représentés sur le Tableau 3.

Tableau n°3 : pourcentage de la population fongique isol ée.

Région Pour centage
Tiaret centre 100%
Ain Dheb 50%
Takhmar et 16.66%
Dahmouni 16.66%
Frenda 0%

L'isolement des grains a permis daccéder a la purification par culture
monospore.Nous avons purifié les onze (11) souches et ensuite nous avons choisi une souche

d’ Aspergillus pour le dosage de I’ activité pectinolytique.

[11.1.2.1dentification desisolats
La purification des isolats par culture monospore, nous a permis d'identifier les

caractéres macroscopiques et microscopiques.

[11.1.2.1.Identification macroscopique
Les caractéres macroscopiques des différentes souches sont étudiés sur le milieu PDA.
Cette identification macroscopique, nous a permis de mettre en évidence les caractéres

culturaux des 11 isolats. les résultats obtenus, ont été rassemblés dans le Tableau 4.
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Tableau n°4: Examen macroscopique des moisissures sur milieu PDA.

. Observation Caractéres
Régions Souches _ _ Genres
macr oscopique macr oscopiques

-pigmentation jaune
contour blanche

-croissance

Ain Dheb A3/2 Aspergillus

moyenne.
-Aspect :

cotonneux.

-pigmentation
jaune-blanche.
-contour blanche.
Dahmouni D2/1 -croissance : Aspergillus
moyenne
-Aspect :

cotonneux.

-pigmentation

. blanche .
Dahmouni D2/1 Fusarium

Croissance : rapide
Aspect : cotonneux.
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Pigmentation
marron foncé —
noire
Takhmaret | TA 2/1 Contour blanche Alternaria
Croissance :
moyenne

Aspect : poudreuse.

[11.1.2.2.1dentification microscopique

Les différentes souches séectionnées ont éé étudiés sur le milieu PDA.Les
observations microscopiques sont fondées essentiellement sur I'étude morphologique de
mycélium (absence ou présence de cloisons, pigmentation, différentiation) et des spores

(forme, pigmentation, texture de parois).

Résultats obtenus de 07 souches des différents aspects microscopiques sont

représentés dans le Tableau 5.

Tableau n°5: Examen microscopique des souches purifiées.

Observation microscopique Caractéres
Souches . . Genres
(Gr 400) micr oscopiques

Hyphes septés

-téte aspergilliare
conidiophore qui se
termine  par  une Aspergillus

vésicule.

A3/2

.
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D2/1

Hyphes septés

-téte aspergilliare
conidiophore qui se
termine  par  une

vésicule.

Aspergillus

D2/1

Hyphes septés.
-Macroconidies
fusiformes,
Microconidiesovoides.
-Phialides cylindriques

solitaires ou groupeées.

Fusarium

Taz2-1’

Hyphe septés, long
filaments mycéliens.
-les filaments frais ont
été colorés au bleu.

Alternaria

£y
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[11.1.3. Détermination de I’ activité pectinolytique
111.1.3.1. Etude de la croissance mycélienne et I’influence des substr ats

Apres dix jours d’incubation et suite a une filtration, les poids du mycélium dans
chague erlenmeyer ont été peses. L’influence des deux substrats (glucose et pectine) sur la
croissance mycélienne a apparu clairement. Les résultats de la filtration sont illustrés sur la
Figure. Ces résultats montrent gu’il y a une différente influence des substrats (glucose et
pectine) sur la croissance mycélienne et on voit qu’il y a une bonne croissance sur le glucose,
qui est utilise comme seul substrat, avec une masse mycélienne de (1,72g) ; par contre, sur le

milieu liquide Czapeck-Dox pectine a 1 %, on voit une masse de (1,399). |’ étude statistique a

de montré que I'influence du substrat n’ est pas significative (P>0,05).

2,5

1,5 A

Masse mycélienne (g)

Glucose Pectine

Source de carbone

Figure n® 04: L’ influence des substrats sur la croissance mycélienne.

[11.1.3.2.Dosage de I’ activité des pectines méthyle estérase (PME)

L’activité enzymatique des pectinases a été mise en évidence par la méthode du
dosage (PME).L’activité PME dans les filtrats de culture a éé mesurée de maniere
guantitative par titrage. Elle a révélé une importante activité PME chez I’isolat d’ Aspergillus
fumigatus dans le milieu liquide Czapeck pectine a 1 %. Les résultats sont mentionnés dans la
Figure n° 05. L’ analyse statistique a montre qu’il y une influence significative de la source de

carbone sur I’ activité enzymatique.

?47
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Les résultats montrent que le milieu liquide Czapeck-Dox pectine & 1 % permet une
bonne activité pectinolytique (58,9ueq), par rapport au milieuliquide Czapeck-Doxglucose a 1
% (3,4 peq). On remarque aussi, que plus la valeur du pH augmente (7,7), plus I’ activité
pectinolytiqgue augmente, avec une diminution remarquable du poids de mycélium. Les

résultats sont mentionnés sur la Figure n° 06.
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Glucose Pectine

Activité pectinolytique (peq)

Source de carbone

Figure n® 05: variation de I’ activité pectinolytique en fonction de source de carbone.
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Figuren® 06 : Variation de |’ activité pectinolytique et de la masse fongique en fonction du
pH.
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[11.2. Discussion

L’arachide peut étre sujette a diverses contaminations par des ééments chimiques
toxiques, c'est le cas des mycotoxines, qui sont des contaminants naturels de la chaine
alimentaire (Davidet al.,2018).

Un nombre total de 11 isolats des moisissures a été isolées a partir des 05 échantillons
d arachides. Les études macroscopiques et microscopiques ont parmi de mettre en évidence

05 genres fongiques (Aspergillus, Alternaria, Fusarium, Penicillium etRhizopus).

L’ analyse mycologique des grains d'arachides a été effectuée et les résultats de cette
analyse ont révélé une contamination par des moisissures mycotoxinogenes dans les 05

échantillons utilisés.

Les especes des genres Aspergillus et Penicillium sont connues comme des
moisissures de stockage (M oreno etal.,2009 ; Makunetal.,2007). Selon(Ribaetal., 2008), le
manque de ventilation couplé a une température élevée, favorise la croissance de ces especes
xérotolérantes. Cependant, la forte humidité défavorise, plutét, la croissance des Penicillium
en faveur de celle des Aspergillus qui les dominent. De plus, le taux de contamination par le
genre Penicillium est inversement proportionnel a la durée de stockage ce qui expligue la
dominance du genre Aspergillus, vraisemblablement, favorisé par une humidité élevée du

grain et un stockage de longue période (Tahanietal .,2008).

Parmi les espéces fongiques appartenant au genre Aspergillus, il faut souligner la
grande dominance d Aspergillus fumigatus suivi d’ Aspergillus flavus. Cette fréquence de
contamination importante est accompagnée par une production de mycotoxines. Si cette
présence de flore fongique est surprenante, ce n'est pas la premiere fois qu'une telle
contamination est observée. En effet, les enquétes menées en Italie ont démontré la présence
de flore productrice de mycotoxines dans les certaines matiéres premieres et aliments
(Pietrietal., 2004), ont isolé les especes de Fusariuma partir des arachides. Les espéces de
Fusariumsont, principalement, considérées comme des moisissures de champs qui exigent des
teneurs d'eau et d’humidité relative élevés donc, elles ne sont pas compétitives dans des
conditions de stockage (M akunetal.,2007).

Les autres souches isolées appartenant aux genres Rhizopus, Alternariasont
naturellement présents sur les cultures au niveau des champs et du sol (Withlow et Hagler,
2001).
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Les enzymes d’ origine microbienne présentent des propriétés et des spécificités diverses. Ces
propriétés refletent de plus en plus leurs utilisations dans divers domaines d’ applications, tels
que I’industrie alimentaire, les détergents pour lessives et I’ industrie pharmaceutique. Environ

40% des enzymes industrielles sont d' origine fongique (Botton et al.,1990).

Les enzymes pectinolytiques occupent une position centrale avec 25% du marché
globa des enzymes .L'Aspergillus niger, le groupe dominant des Aspergillus, est largement

utilisé comme producteur d’ enzymes polygal acturonase(Nazneenal .,2011).

Cette étude nous a permis de savoirlacapacité d'isolatAspergillus fumigatus des
ynthétiser des enzymes pectinolytiques particuliérement I’enzyme pectine méthylestérase
(PME).

Plusieurs champignons sont capables de produire in Vvitro les enzymes
pectinolytiques: la polygalacturonase et la pectine lysase. Cette production dépend de
I’espece fongique. En effet, la pectine lysase est importante chez [I'isolat
d’ Alternariaalternataet Trichotheciumroseum, moyenne chez I'isolat  Trichodermasp. et
faible chez Penicillium sp. et Fusariumavenaceum. La polygalacturonase est importante chez
A. alternataet Penicillium sp. ,moyenne chez Trichodermasp., et tres faible chez

Trichoteciumroseumet Fusariumavenaceum .(Selmaouietal.,2017).

D’autres études ont montrées que I'isolat Fusariumoxysporum, a la capacité de
produire deux types d’ enzymes pectine méthylestérase et polygalacturonase.La production
de ces enzymes dépend principalement du substrat. En effet, elle est importante sur le milieu
pectine et faible sur le milieu glucose (Karkachi, 2013).Plusieurs auteurs ont montré que les
sources de carbones rapidement fermentescibles telles que les monosaccharides permettent
une bonne croissance du mycélium fongique (Awad, 2005).La présence du glucose favorise

la croissance du microorganisme et du mycélium (Compaor € et al., 2016).




CONCLUSION




Conclusion

Les analyses mycologiques effectuées sur 05 échantillons des grains d'arachides ont
permis d'isoler 11 isolats fongiques dont nous avons identifié les quatre genres de moisissures
mycotoxinogenes :Aspergillus,Fusarium, Alternariaet Penicillium, ans que le genre
d altération Rhizopus, avec une dominance du genre Aspergillus.

Le genre Aspergillus représenté par I’ espece Aspergillus fumigatusa été détecté dans
deux échantillons analysés avec une fréguence et une abondance élevée. Ces espéeces ont éé
réveél ées productrices de mycotoxines.

L’ étude enzymatique in vitro montre clairement I’'influence de la source de carbone
(pectineetglucose) sur la production enzymatique, lors du dosage de la pectine

meéthylestérase (PME) dans les filtrats de culture de I’isolat Aspergillus fumigatus.

Au terme de cette étude, nous pouvons dire qu’il reste comme perspectives, de faire des
études plus approfondies de la biodiversité de ces moisissures mycotoxinogénes et leur
identification moléculaire, ains que I'identification des mycotoxines et des enzymes

pectinolytiques secrétées.
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Annexen®°l

Composition des milieux de culture
Les milieux de culture ont été autoclaves a 120 pendant 20 minutes sous pression de 1
bar

Milieu PDA (Botton et al.,1990)

Ce milieu est recommandé pour I'isolement et le dénombrement des moisissures et des
levures des produits alimentaires.L,e milieu de culturePDA(potato Dextrose Agar) est
composé de pomme de terre, de glucose, et d'Agar-agar.la composition du milieu en condition
d'asepsie totale est |a suivante:

Pommedeterre  ...cooevveceeee, 200g
Dextrose 20g
Agar agar 0 e 20g
EauDigtilléeg.sp  ovcevcvvevecieneenne 1000ml

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

Ce milieu de culture synthétique est recommandé pour I'isolement et dénombrement
des moisissures et des levures des produits aimentaires. La composition du milieu en
condition d'asepsie totale est la suivante:

Agar agar 0 s 20g
Eau Didtillée 1000ml

Milieu Czapeck-Dox pectine solide 1%

Pectine 1g
KH2PO4 e, 1g
KCL s 0,59
Na2NO3 e, 29
MgSO4 s 0,59
FeSO4 0,019
Eaudistillée ., g.spiL

Milieu Czapeck-Dox glucose solide 1%

Glucose 19
KH2PO4 19
KCL s 0,5¢9
Na2NO3 e, 29
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MgSO4 0,59
FeSO4 0,019
Eaudistillée . g.splL

Tiaret centre 1l Tiar centre 3 Dahmouni 2

e

Takhmaret 2

_
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Figure n®07 : Isolement des souches fongiques a partir des grains d’ arachides collectés de

différentes régions de Tiaret.
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a 4.;"'“;-
D2-1: Alternariasp. A3-2 :Aspergillussp. Ta2-1:Alternariasp.

A3-1:Aspergillussp.

Figur e n°08 : Représentation des souches fongiques purifiées.
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Figure n°09 : Prélevement d’ une empreinte fongique destinée a |’ observation
Microscopique.

Figuren®10 :la croissance mycélienne dans le milieu Czapeck-Dox (pectine et glucose).
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Tableau n° 6: Variation du pH, de I'activité pectinolytique et de la masse fongique en

fonction de la source de carbone.

Annexen® 3

Glucose Pectine
pH initial 7,20 7,20
pH obtenu 7,56 7,70
Masse (g) 1,72 1,39
Activité Pect (ueq) 3,40 58,90




Résume

L’ arachide est une plante Iégumineuse produite a grandes échelle et consommée dans de
nombreux produits alimentaires. Un grand nombre d’ especes de moisissures, présentes dans I’ air
et sur le sol, sont capables de se développer et de contaminer ces produits alimentaires. Ce travail
a été effectué dansle but d'isoler et identifier les espéces de moisissures capables de synthétiser et
excréter des mycotoxines dans les grains d’ arachides commercialisés dans 05 régions de Tiaret.
Selon I'analyse mycologique qui a concerné 05 échantillons, onze (11) isolats fongiques ont été
isolés et sept (07) d’ entre eux ont été identifiés comme étant appartenant a quatre (04) genres de
moisissures mycotoxinogenes (Aspergillus, Fusarium, Penicillium etAlternaria), ains que le
genreRhizopus, qui est considéré comme un agent d'atération. La culture de la souche A.
fumigatus pour le dosage de I’ activité pectinemethylestérase sur le milieu liquide Czapeck-Dox
par utilisation des deux substrats (pectine et glucose) a 1% a montré que le milieu liquide
Czapeck-Dox pectine a 1 % permet une bonne activité pectinolytique (58,9ueq), par rapport au
milieu liquide Czapeck-Dox glucose a 1 % (3,4 peq).On remarque aussi, que plus lavaleur du pH
augmente (7,7), plus Iactivité pectinolytique augmente, avec une diminution remarquable du
poids de mycélium.

Mots clés: Arachides,moisissures, mycotoxines et activité pectinolytique.
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Abstract

Groundnut is a leguminous plant produced on a large scale, and consumed in many food
products. A large number of fungal species, present in the air and on the soil, are able to
contaminate these food products. This work has been carried out in order to isolate and identify
fungal species able to synthesize and excrete mycotoxins in peanut grains marketed in 05 regions
of Tiaret. Based on the mycological analysis of 05 samples, eleven (11) funga isolates were
isolated and seven (07) were identified as belonging to four (04) mycotoxinogenic fungal genera
(Aspergillus, Fusarium, Penicillium and Alternaria), as well as the genus Rhizopus, which is
considered as an alteration agent.The culture of the A. fumigatus strain for the assay of the
pectinemethyl esterase activity on the Czapeck-Doxbroth medium, using two substrates (pectin
and glucose) at 1%, showed that the medium Czapeck-Dox pectin at 1% allows a good
pectinolytic activity (58.9 peq), compared withCzapeck-Dox glucose at 1% medium (3.4 peq). It
is aso noted, that thepectinolytic activity increases when the pH value is (7.7), with a remarkable
decrease in myceliaweight.

Keywords: Groundnut, peanut grains, mycotoxinogenic fungal, pectinolytic activity.



