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Résumé 

Les grains des arachides forment un excellent substrat pour les moisissures 

après les grains de céréales, où la flore fongique de stockage constitue un facteur 

important de détérioration et de sécrétion de mycotoxines. Selon l'analyse 

mycologique des échantillons d'arachides, collectés à partir de cinq (5) déférentes 

régions de la commune de Tiaret (Ain D’heb, Frenda, Ksar Chellala, Rechaiga et 

Tiaret), nous avons pu isoler et identifier le  genre Rhizopus dans les  cinq 

échantillons analysés avec  une fréquence et une abondance de 100%, sur  milieu 

PDA. L’étude de la production des protéases par l’espèce mycotoxinogène 

Aspergillus fumigatus réalisée sur le milieu Czapeck-Dox, en utilisant séparément, 

deux sources de carbone (caséine  et glucose), a montré que la source de carbone 

n’influence pas significativement la croissance mycélienne, avec un poids  mycélien 

de 4,1 g avec le  glucose et 3,53 g avec la caséine. Par contre, elle influence 

significativement la production de protéases, avec une activité protéolytique de 10 

unités/ml avec le glucose et 44,6 unités/ml avec la caséine. Le dosage de l'activité 

protéolytique a montré que l’isolat Aspergillus fumigatus produit une protéase neutre 

dans un intervalle de pH allant de 6,8  à 7, 3.  

Mots clés : Arachides, Moisissures, protéases, Aspergillus fumigatus, Rhizopus.    

 

Abstract 

Groundnut seeds form an excellent substrate for fungi after cereals, where the 

fungal storage flora is an important factor in mycotoxin degradation and secretion. 

According to the mycological analysis of peanut samples collected from five (5) 

regions of Tiaret commune (Ain D'heb, Frenda, Ksar Chellala, Rechaiga and Tiaret), 

we were able to isolate and identify the genus Rhizopus in the five samples analyzed, 

with a frequency and an abundance of 100% on PDA medium. The study of 

proteolytic activity of mycotoxinogen species Aspergillus fumigatus cultivated on 

Czapeck-Dox broth, prepared with two sources of carbon (casein and glucose) 

separately, showed that the carbon source does not significantly influence mycelia 

growth, with a mycelia weight of 4.1 g with glucose and 3.53 g with casein. On the 

other hand, it significantly influences the production of proteases, with a proteolytic 

activity of 10 units / ml with glucose, and 44.6 units / ml with casein. Aspergillus 

fumigatus produces a neutral protease, in pH from 6.8 to 7, 3. 

Key words: Peanuts, molds, proteases, Aspergillus fumigatus, Rhizopus. 

 

 

 

 



 

 ملخص 

ا  عاملا  الفطريات تخزين نباتات تعتبر حيث ، الحبوب بعد للقالب ممتازة ركيزة السوداني الفول بذور تشكل  مهما

( 5) خمسة من جمعها تم التي ، السوداني الفول لعينات الفطري للتحليل وفقاا. الفطرية السموم وإفراز تدهور في

 وتحديد عزل من تمكنا ،( وتيارت قةياالرش ، قصر الشللة ، فرندة ، الذهب عين) تيارت بلدية من مختلفة مناطق

. PDA المساعد وسط على ،٪  100 وبوفرة بتكرار تحليلها تم التي الخمس العينات في Rhizopus الجنس

 على أجريت التي Aspergillus fumigatus الفطرية الفطرية الأنواع بواسطة البروتياز إنتاج دراسة أظهرت

 أن ، منفصل بشكل( والجلوكوز (caséine  للكربون منفصلين مصدرين باستخدام ، Czapeck-Dox وسط

 غرام 3.53 و الجلوكوز مع غرام 4.1 عضلي وزن مع ، عضلي نمو على كبير بشكل يؤثر لا الكربون مصدر

/  وحدات 10 من لتحللا نشاط مع ، البروتياز إنتاج على كبير بشكل يؤثر فإنه ، أخرى ناحية من. caséine مع

 فطر عزلة أن البروتيني التحلل نشاط اختبار أظهر. caséine مع مل/  وحدة 44.6 و الجلوكوز مع مل

Aspergillus fumigatus  ا تنتج  .7.3 إلى 6.8 من الحموضة درجة نطاق في محايداا بروتيازا

 Aspergillus fumigatus ، Rhizopus ، البروتياز ، القوالب ، السوداني الفول: المفتاحية الكلمات
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                                                                                                                                                    Introduction 

 

Arachides (Arachis hypogaea L.), provient de « arachidna », une plante originaire, du 

Brésil et du Pétro, c’est une plante oléagineuse mesurent de 20 à 90 cm d’hauteur, et dont le 

cycle végétatif dure environ 3 mois (Ivanhoe, 2013). L’arachide est classée comme la 4éme 

plante alimentaire mondiale après le riz, le maïs et le blé, pour son importance économique et 

nutritionnelle (Gaye, 2006 ; Ivanhone, 2013). 

L’arachide est historiquement le symbole de l’agriculture sénégalaise. Dès le 19
ème

 

siècle, elle a était exportée vers l’Europe et notamment la France. Son usage multiple, de la 

cacahuète d’apéritif à l’aliment pour le bétail, en passant par l’huile, elle est aussi bien utilisée 

dans la cuisine que dans la composition du savon de Marseille à partir de 1820, en plus des 

effets induits sur d’autres secteurs, la filière arachide crée de petits emplois (triturateurs 

artisanaux, vendeurs d’arachides grillées, de pates d’arachides, etc.), qui contribuent à la lutte 

contre la pauvreté. De plus, pour le tissu économique local, la culture de l’arachide occupe 

70% de la population active du bassin arachidier (DIAO, 2008). 

Plus de cent mille moisissures différentes sont susceptibles de souiller les produits  

agricoles et alimentaires. Ce sont des espèces qui ont un mode de vie saprophyte, tirant leurs 

apports nutritionnels des matières organiques non vivantes (Leyral et Vierling, 2007). 

Certains sols sont d’emblée contaminés (exemple : cas de l’arachide contaminée par 

Aspergillus). Les conditions de récoltes influencent fortement le niveau de colonisation des 

végétaux. Une saison humide induira le développement de Fusarium sur les céréales (Reboux, 

2006). La contamination se fait par les spores douées d’une grande aptitude à la survie et 

souvent adaptées au transport par l’aire ; certains ont de grandes propriétés d’adhésion et leur 

transport est favorisé par une ambiance chaude et humide (Leyral et Vierling, 2007). 

Les mycotoxines sont produits par de nombreuses moisissures, dotées génétiquement 

d’un pouvoir toxinogénes, plus de150 espèces de mosissisures mycotoxines sont connus 

actuellement, elles appartiennent principalement aux genres Alternaria, Aspergillus, Fusaruim 

et Penicillium. Parmi ces genres, seules certaines espèces et parfois certaines souches au sein 

d’une espèce, sont capables de la sécrétion des mycotoxines. Les mycotoxines sont produits 

soit lors du développement de la plante, soit après la récolte (AFSSA, 2009). 

Les mycotoxines sont des métabolites fongiques secondaires toxiques pour l’organisme 

qui s’en nourrit, qu’il s’agisse de l’Homme ou de l’animal. Ces substances toxiques sont des 

exotoxines sécrètes dans le substrat où le champignon se développe (Agag, 2004). 
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Les produits contaminés peuvent être traités par la détoxification, qui est un mécanisme 

qui va désactiver et éliminer les déchets des (molécules actives) de l’organisme, ainsi que les 

(xenobiotiques). Les réactions de détoxification ont pour substrat des molécules dont l’activité  

prend fin par destruction qui engendre des résidus au sein des cellules vivantes et on des  

molécules étrangères au métabolisme (dites xenobiotique) qui sont entrées inopinément dans 

l’organisme (Kvesitadze et Khatisashvili, 2006). 

En plus de la production de mycotoxines, ces moisissures mycotoxinogènes produisent 

aussi des enzymes protéolytiques, qui dégradent la partie protéique de la plante, vu qu’elles 

sont des hydrolases formées d’une ou de plusieurs chaines polypeptidique. Les protéases 

catalysent le clivage des laissions peptidique de toute molécule protéique, elles scindent les 

protéines en fragments polypeptidique, qui seront par la suite transformes sous l’influence des 

peptidases, en leurs sous-unités constitutives, les acides aminés, offrant une multitude de 

structures (Fraize, 1967 ; Scriban, 1999). 

Dans  ce travail, nos objectifs se sont inscrits dans les axes suivants : 

- Isolements et identification des moisissures mycotoxinogènes à partir des échantillons 

d’arachides commercialisées dans différentes communes de Tiaret et collectionnés 

aléatoirement ; 

- dosage des protéases sécrétées par ces moisissures potentiellement mycotoxynogènes ; 

- contribution à l’amélioration des conditions de stockages pour obtenir un produit sain et 

économique. 
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I.1. Objectif du travail 

Dans  ce travail, nos objectifs se sont inscrits dans les axes suivants : 

- Isolements et identification des moisissures mycotoxinogènes à partir des arachides 

commercialisées et consommées par les habitants de déférentes communes de Tiaret ; 

- dosage des protéases sécrétées par ces moisissures potentiellement mycotoxynogènes ; 

- contribution à l’amélioration des conditions de stockages pour obtenir un produit sain et 

économique. 

I.2. Lieu et duré du travail 

Notre travail a été réalisé au niveau du laboratoire de microbiologie (2)  de la Faculté 

des Sciences de la Nature et de la Vie de l’université Ibn khaldoun- Tiaret, durant la période 

du 18 février jusqu’au 27avril. 

I.3. Matériel utilisé  

I.3.1. Matériel végétal  

Dans notre  étude, nous avons utilisé comme échantillon les arachides 

commercialisées dans cinq déférentes communes de Tiaret (Ain Dheb, ksar chellala, 

Rechaiga, Frenda et Tiaret) pour identifier les moisissures mycotoxinogènes présentes et 

doser leur activité protéolytique. 

 

Figure n° 01 : Gousses d’arachides. 

I.3.2. Milieux de culture  

Deux milieux ont été utilisés pour l’isolement et l’identification des champignons 

PDA et agar 2% respectivement, ainsi que les deux milieux Czapeck-Dox caséine et Czapeck-

Dox glucose qui ont été utilisés pour le dosage de l’activité protéolytique. 
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I.3.3. Autre matériel  

Tableau n° 01 : Appareillages, verrerie et produits utilisés.  

Appareillages Produits Autres 

-Microscope optique    

«OPTIKA »  

-Vortex « TECHNO 

KARTELL » 

-Autoclave 

«WOLFWESKZEUG-

VORRICHLUGSUN 7340 

GEILINGEN » 

-Agitateur magnétique  

«IKAMAG » 

-Balance magnétique 

«KERN 440-45N » 

-Incubateur « MEMMERT 

854 SCHWABACH W-

GERMANY 

-Bain marie secoueur 

-Alcool 

-Antibiotique (Céfazoline) 

-Bleu de méthyle 

-Eau distillée stérile 

-Hypochlorite de sodium 

(Eau de javel) 

-Caséine  

 

 

-Barreau magnétique 

-Bec Bunsen 

-Béchers 

-Boîtes de Pétri  

-Éprouvettes  

-Flacons  

- Lames 

-Lance de platine  

-Pince de platine 

-Portoir de tube a essais  

-Tubes à essai 

-Ruban adhésif  
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1.4. Protocole expérimental  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figue n° 02 : Schéma du protocole expérimental. 

Échantillonnage 

Isolement (PDA + ATB (céfazoline) 

 

PDA + ATB (céfazoline 
Purification (culture monospore) 

 

(culture monospore) 

 

Identification 

 

Macroscopique Microscopique 

Recherche de l’activité enzymatique 

 

Inoculation sur milieu Czapeck-

Dox caséine 

 

 

Inoculation sur milieu Czapeck-Dox 

glucose 

 

 

Filtration   

 

 
Peser de la biomasse 

 

Dosage de l’activité protéolytique (Réactif de Folin et Ciocalteu) 

 

 
Analyse statistique « ANOVA » 
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I.5. Isolement des moisissures  

Les isolements ont été réalisés suivant la technique décrite par Davet et Rouxel (1997) 

avec quelques modification, à partir des grains d’arachides de cinq communes de la wilaya de 

Tiaret (Tiaret, ksar chellala, Rechaiga, Ain Dheb et Frenda).  

Les deux cotylédons des grains d’arachides ont été séparés et désinfectés avec 

l’hypochlorite de sodium (eau de javel) à 30 %, pendant 3 minutes, pour éliminer les 

bactéries, puis rincés trois fois, à l’eau distillée stérilisée, pour éliminer les traces de l’eau de 

Javel. Nous Avon déposé deux cotylédons dans les boîtes de Pétri contenants le milieu PDA 

additionné d’antibiotique (céfazoline). Les boîtes ont été incubées pendant 3 jours à 28°C. Le 

travail a été réalisé dans des conditions d’asepsie. 

 

Figure n° 03 : Isolement des moisissures à partir des grains d’arachides sur le milieu 

PDA. 

I.6. Purification : 

La purification a été réalisé par technique de culture monospore décrite par Henni et 

al. (1994) avec quelques modifications. Nous avons prélevé un fragment de chaque souches et 

nous l’avons disposé dans un tube contenant 9 ml de l’eau distillée stérilisée, en suite, le tube 

a été agité a l’aide d’un vortex pour réaliser des dilutions décimales jusqu’à10
-3

. Puis, nous 

avons prélevé 0.1 ml de la suspension conidiènne contenant 10
-6

 conidies/ml, qui a été étalé 

en stries sur le milieu agar 2 %. Après 24 à 48h d’incubation 28°C, nous avons repiqué les 

germinations issues d’une seule et unique conidie sur une boîte de Pétri contenant le milieu 

PDA. Les boites ont été incubées à 28°C pendant 5 à 7 jours. 
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I.7. Identification des isolats fongiques  

I.7.1. Identification macroscopique  

Pour l’identification macroscopique, nous avons utilisé la méthode décrite par (Booth, 

1984 et Nelson et al. 1981) avec quelques modifications. Les caractères culturaux basés sur 

l’observation à l’œil nu. Les caractères d’étude sont : la pigmentation de la face, la vitesse de 

croissance, le contour des colonies et l’aspect du mycélium en prenant en considération le 

morphotype.  

I.7.2. Identification microscopique  

L’identification microscopique a été réalisée en utilisant la technique du drapeau 

décrite par Guezlane-Tebibel et al. (2011). Nous avons prélève une empreinte fongique à 

l’aide d’un fragment de ruban adhésif. En suite, nous avons recollé le ruban sur une lame 

contenant une goutte de bleu de méthylène. Les observations ont été réalisées par microscope 

optique aux différents grossissements. 

I.8. Activité protéolytique  

I.8.1. Étude de la croissance mycélienne et préparation des extraits enzymatiques  

Dans cette étude nous avons comparé l’influence de deux substrats organique (glucose 

et caséine), sur la croissance mycélienne. Pour cela, nous avons utilisé le milieu liquide 

Czapeck-Dox (Annexe 1), tout en changeant la source de carbone, ce qui implique l’obtention 

de deux milieux : Czapeck-Dox glucose 1% et Czapeck-Dox caséine 1%, avec un pH initial 

de 7,2. Les deux milieux, répartis à raison de 30ml et contenus dans des erlenmeyers, ont été 

inoculés avec trois disques mycéliens et incubés à 28°C dans un bain marie secoueur pendant 

10 jours. 

Après incubation, nous avons déterminé le rendement de la biomasse suite à une 

filiation, en utilisant des compresses stériles, et en mesurant le pH du filtrat (la solution 

enzymatique). 

I.8.2. Dosage de l’activité protéolytique  

Le protocole expérimental suivi est celui de Folin et Ciocalteu (1926). Nous avons 

préparé des tubes à essai stériles (test et blanc) pour lire les densités optiques à 660 nm de 

chaque filtrat. La préparation des tests et du blanc a été réalisée comme suite : 
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 Test Blanc 

Solution de caséine à 1 % 05ml 05ml 

On équilibre à 37°C, puis on ajoute   

Solution enzymatique 01ml / 

On mélange bien et on incube à 37°C pendant 10 minutes puis on ajoute  

Le réactif TCA à 110Mm 05ml 05ml 

Solution enzymatique / 01ml 

On mélangé bien et on incube à 37°C pendant 30 minutes, puis une filtration est 

réalisée à l’aide d’un filtre 0.45µm et les filtrats sont utilisés dans la mesure de la densité 

optique.  

Après la préparation des filtrats, nous avons procédé à la mesure de la densité optique 

comme suite : 

 

On mélange bien et on incube à 37°C pendant 30 minutes ; on laisse les tubes refroidir 

à la température ambiante du laboratoire. Une filtration est réalisée immédiatement avant la 

lecture à l’aide d’un filtre 0,45µm. En fin, on lit les densités optiques des tests et des blancs à 

660 nm et on calcule les densités optiques des échantillons comme suite :  

 

 

 Test Blanc 

Filtrat du test 2 ml / 

Filtrat du blanc / 2 ml 

500 Mm Solution Carbonate de 

sodium 
5 ml 5 ml 

Réactif F-C 1 ml 1 ml 

ΔA660nm Echantillon = A660nm Test – A660nm Blanc 
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(µmole de Tyrosine équivalant) x (Vt) 

(Ve) x (Vc) x (T) 

Unités/ml d’enzyme = 

I.8.3. Calcul et détermination des valeurs   

Nous avons déterminé les valeurs en µmole de Tyrosine équivalant en extrapolant les 

densités optiques des échantillons sur la courbe standard, c'est-à-dire, en utilisant l’équation 

de la ligne droite standard (Y = aX + b), en remplaçant le « Y » par les ΔA660nm Échantillons 

pour obtenir les valeurs en µmole de Tyrosine (X). 

Une unité de caséine sera hydrolysée pour produire 1 µmole (181,19 µg) équivalant de 

la Tyrosine par minute à pH 7,5 et à 37 °C.  

 

 

 

Vt : volume total de l’analyse (millilitres).  

T : temps total de l’analyse (minutes).  

Ve : volume de la solution enzymatique utilisée (millilitres). 

Vc : volume utilisé pour la colorimétrie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unités/ml d’enzyme 

mg de solide/ ml d’enzyme 
Unités/mg de solide = 

Unités/ml d’enzyme 

mg de protéine/ ml d’enzyme 
Unités/mg de protéine = 
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I.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 Origine 8. Pour étudier la 

signifiance de nos résultats expérimentaux, nous avons utilisé l’analyse de la variance 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Chapitre II 

Résultats & Discussion  
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II. Résultats et discussions :  

II.1. Isolement et Purification d’isolat : 

L’isolement des moisissures a été réalisé selon la méthode directe par Botton et al. 

(1990), qui repose sur le principe de stimulation du développement des moisissures par 

incubation des grains directement sur milieu PDA.  

Apres l’incubation pendant 3 à 7 jours, nous avons remarqué l’apparition des secteurs 

mycéliens de différents aspects fongiques autour des cotylédons des grains d’arachides 

comme indiqué sur la Figure n° 04, dont le pourcentage de la population fongique isolée est 

indiqué sur le (Annexe n° 3). 

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les trois répétions utilisés sont 

contaminés par des moisissures et que la répartition fongique dans les différents échantillons 

est la même. 

 

Figure n° 04 : Isolement des champignons à partir des arachides 
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II.2. Identification des isolats  

La purification des isolats par culture monospore, nous a permis d’identifier les 

caractères macroscopiques et microscopiques.   

II.2.1. Identification macroscopique  

Les caractères macroscopiques des différents isolats sélectionnés ont été étudiés sur le 

milieu PDA. Cette identification macroscopique, nous a permis de mettre en évidence les 

caractères culturaux des 15 isolats fongiques que nous avons isolés et on a choisi 01 souche 

pour faire l’identification. La souche est illustrée dans le Tableau n° 3.  En effet, pour les 

caractères culturaux qui sont: la pigmentation diffusant parfois dans la gélose, la vitesse de 

croissance, l’allure des contours des colonies et l’aspect du mycélium en prenant en 

considération le morphotype. Les résultats obtenus, ont été rassemblés dans le Tableau n° 2. 

Tableau n° 2 : Examen macroscopique des moisissures sur le milieu PDA. 

Région Souche 
Observation 

macroscopique 

Caractères 

macroscopiques 
Genre 

 Rechaiga  

Tiaret 

Frenda 

Ain Dehb 

Ksar 

challala 

BF1 

 

  

 

 

*Pigmentation verdâtre, 

contour blanchâtre. 

*Diamètre : 3.7cm 

*Croissance : rapide 

*Aspect : cotonneuse 

 

 

Rhizopus 
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II.2.2. Identification microscopique  

La souche sélectionnée a été étudiée sur milieu PDA. Les observations microscopiques 

sont fondées essentiellement sur l’étude morphologique du mycélium (absence ou présence de 

cloisons, pigmentation, différentiation) et des spores (forme, pigmentation, texture de parois).  

Les résultats obtenus de seule souche des différents aspects microscopiques sont 

représentés dans le Tableau n° 3. 

Tableau n° 03: Examen microscopique dès la souche purifiée. 

Souche Observation microscopique (Gr 400) 
Caractères 

microscopiques 
Espèce 

BF1 

 

 

  

              

                                        

 

-  

Corôdiophore: 

long 

Vésicule : 

sphérique 

Le sporocyste : 

globulaire 

La paroi du 

sporocyste : 

n’ai pas 

persistante  

La tété : 

d’épingles  

 

Rhizopus  

stolonifer  

 

 

II.3. Détermination de l’activité protéolytique  

Pour la recherche et le dosage de l’activité protéolytique, nous avons utilisé une seul 

souche d’Aspergillus fumigatus, productrice de mycotoxines, car la souche que nous avons 

obtenue n’est pas connue par la production de ces métabolites secondaires. 
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II.3.1. Étude de la croissance mycélienne et influence des substrats  

Après dix jours d’incubation et suite à une filtration, les poids mycéliens de une seul 

souche  ont été pesés. L’influence des deux substrats (glucose et caséine) sur la croissance 

mycélienne à apparu clairement avec un taux de croissance plus élevé sur le glucose.  

Les résultats représentés sur la Figure n° 05 montrent qu’il y a une différente influence 

des substrats (glucose et caséine) sur la croissance mycélienne, avec une masse plus élevée 

sur le glucose (4,07 g), par rapport à la croissance sur la caséine, avec une masse de (3,53 g). 

Selon l’étude statistique, la différence entre l’influence des deux substrats sur la croissance 

fongique n’est pas significative (P > 0.05). 

  .  

 

Figure n° 05 : Influence de la source de carbone sur la croissance mycélienne 

d’Aspergillus fumigatus. 
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II.3.2. Dosage de l’activité protéolytique  

Le  rendement de la biomasse a été déterminé après incubation pendant dix jours, et qui  

a été suivi par une filtration. Les pH des filtrats de cultures (la solution enzymatique) ont été 

mesurés. 

Les résultats de la filtration ont montré que le pH initial a varié d’une façon non 

significative (P > 0.05), et ils ont tendu vers un pH ± neutre, avec une valeur de 6,83 pour le 

glucose et 7,30 pour la caséine.  

La Figure n° 06 représente l’activité protéolytique en fonction de la source de carbone. 

On peut voir que l’activité protéolytique augmente selon la source de carbone. Dans le cas de 

la caséine, nous avons obtenu une activité protéolytique de 44.6 unités/ml, et qui 

significativement plus importante (P < 0.05), que l’activité protéolytique obtenue avec le 

glucose et qui est de 10 unités/ml. 

La Figure n° 07 représente la variation du poids mycélien et de l’activité protéolytique 

en fonction du pH pour les deux substrats. On peut voir que l’activité protéolytique augment 

dans un pH ± neutre pour les deux substrats. Cela signifie que la souche utilisée sécrète une 

protéase ± neutre.  
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Figure n°6 : Influence de la source de carbone sur l’activité protéolytique d’Aspergillus 

fumigatus.
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Figure n°7: Variation de l’activité protéolytique et de la masse fongique en fonction du pH 

II.4. Discussion  

Les arachides sont des légumineuses annuelles et des denrées alimentaires fréquemment 

contaminées par les moisissures (Abdoulaye, 2006). La contamination fongique peut avoir 

lieu avant la récolte aux champs, au cours du séchage ou au cours du stockage des grains. Les 

variations dans les paramètres technologiques expliquent que ce phénomène est compté parmi 

les principales causes de détérioration de grain d'arachide (Atala et al, 2003 ; Molinie et al, 

2005). 

Lors de la contamination des grains d'arachides, ces paramètres régulant la croissance 

fongique et permettant la production des nombreux toxines. On cite  principalement, la 

présence de grains brisés, le taux d'humidité relative élevé, le pH et la température de 

stockage des grains d'arachides (Zia- Ur –Rahman, 2006). 

Les résultats de l’analyse mycologique des grains d’arachides n'ont  pas  révélé une 

contamination par les moisissures mycotoxinogéne. Ces résultats peuvent être expliqués par 

l'utilisation des produits chimiques (fongicides), qui ont permis la réduction et la diminution 

du taux de cette contamination (Le Bars et al, 1987 ; Miller, 2002). Wilson et al. (2002) 
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rapportent que la contamination fongique des arachides aux champs, ou pendant le stockage, 

est liée aux conditions hydro-thermiques. 

Nous avons utilisé au cours de cette étude, le milieu de culture PDA recommandé  pour  

l'isolement des moisissures contaminants les aliments (Botton et al, 1990), ce milieu de 

culture a donné  une croissance  variable. La composition du milieu PDA est rapportée par 

L'OEPP (2003), que  ce milieu est préparé à base d'éléments organiques. La flore fongique 

totale de grain d'arachides est constituée   des moisissures filamenteuses, très sporulantes, 

dont les genres Aspergillus et Penicillium sont les plus rencontrés. 

Dans cette étude, nous avons isolé le genre Rhizopus à partir des 5 régions : Ain D’heb, 

Frenda, Ksar Chellala, Rechaiga et Tiaret. Le genre Rhizopus est naturellement présent sur les 

cultures au niveau des champs et dans le sol, et par fois la plupart des arachides sont déjà  

contaminé par ce genre de moisissures (Withlow et al., 2001). Rhizopus est un genre de 

moisissures communes, qui se développent sous forme de filaments dans les sols, les fruits, 

les végétaux et les céréales. 

Pour faire le dosage de l'activité protéolytique, nous avons utilisé une souche 

d'Aspergillus fumigatus purifiée et identifiée, potentiellement toxinogéne (Lemke et al., 

1988). 

L'Aspergillus fumigatus est une espèce de moisissures de stockage, qui se développe sur 

les arachides et le blé stockés. Comme chaque espèce mycotoxinogéne Aspergillus fumigatus 

possède des conditions de développement (Christensen et al., 1969). Du point de vu 

mycotoxicologique, et pour étudier la production des mycotoxines par l'espèce Aspergillus 

fumigatus, cette souche a été cultivée sur le milieu liquide Czapek-Dox à 1% de caséine ou de 

glucose. Ce milieu donne une production optimale des mycotoxines,  nous avons observé 

qu’Aspergillus fumigatus possède une croissance très  lente. 

Les résultats  de l’activité protéolytique sont très proches du pH optimal de la protéase 

neutre produite par plusieurs moisissures. En effet, les protéases neutres  d'Aspergillus 

fumigatus présentent des pH optimums de 7 (Sekine, 1972 ; Benkahoul , 2002 ; Sumantha et 

al., 2005) ;  entre  6,0 et 7,0  ( Battaglino et al., 1991 ) et de 7,2  (Boukhalfa, 2003). En outre, 

les protéases neutres microbiennes sont généralement  actives dans un intervalle de pH 

compris entre 5 et 9 (Ferrero, 2000). 
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Les expériences réalisées, nous ont montré que notre isolat Aspergillus fumigatus, 

produit une protéase neutre, lorsqu'elle est cultivée dans des milieux contenant de la caséine et 

pourrait être d'une valeur industrielle.  

La mise en évidence de l'activité protéolytique chez divers micro-organismes  nécessite 

un milieu de culture protéiné, ou les protéines jouent un rôle d'une source azoté et même  

d'une source de carbone. Parfois, elles constituent un inducteur de la synthèse des protéases 

par les micro-organismes, donc le choix des milieux de cultures est déterminant dans 

l’isolement et le dénombrement de ces micro-organismes (Durand et Monson, 1998). 

Les substrats simples, tel que la caséine et la gélatine, possèdent une faible solubilité et 

donnent des faibles rendements en activité enzymatique, au contraire, les substrats complexes 

entrainent des bons rendements en activité protéolytique (Sumantha et al. 2006). 

 

 



 

 

 

 

 

Conclusion  
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En Algérie, les arachides sont un aliment de base, la consommation quotidienne est tés 

élevée, ce qui fait que la consommation des mycotoxines contaminant les arachides est une 

question d’une très grande importance. Plusieurs auteurs ont rapporté des taux élevés de  

contamination par des mycotoxines dans les arachides ; cependant, les résultats de ce travail 

seraient peut être une initiation pour des recherches approfondies étudiant la contamination 

des arachides souillés par les mycotoxines dans la région de Tiaret. 

Au cours de notre travail mené sur l’étude de l’activité protéolytique des espacées des 

moisissures potentiellement productrices des mycotoxines dans les arachides commercialisées 

de la région de Tiaret. Nous avons pu isoler et identifier des isolats appartenant à l’espèce 

Rhizopus stolonifer à partir de 15 échantillons d’arachide. 

 Le dosage de l’activité protéolytique de l’espèce mycotoxinogène Aspergillus 

fumigatus a montré que le substrat n’influence pas significativement la croissance 

mycélienne ; par contre, il influence significativement l’activité enzymatique protéolytique. 

Les résultats ont montré aussi que la souche Aspergillus fumigatus utilisée, en plus de la 

sécrétion des mycotoxines, elle sécrète aussi une protéase plus au moins neutre.   

En fin, il est nécessaire de faire des études plus poussés pour l’identification des 

mycotoxines contaminant les arachides ou cours du stockage, ainsi que la contamination avant 

et pendant la récolte et au cours du séchage. Des études consacrées à la désintoxication des 

grains d’arachides, ou encore à la prévention contre la contamination fongique et 

mycotoxinogène sont nécessaires, dans le but de la prévention contre la cumulation des 

mycotoxines dans le corps humain. 
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Annexe n° 1 

Composition des milieux de culture  

 

Les milieux de culture ont été autoclaves à 120 °C pendant 20 minutes sous pression de 1 bar 

 

Milieu PDA pH 6,5  
 

Ce milieu est recommandé pour l’isolement et le dénombrement des moisissures et des 

levures des produits alimentaires (Botton et al. ,1990) Le milieu de culture PDA (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 la suivante :  

Pomme de terre            ……………………..   200g 

Dextrose                       …..………………….     20g 

Agar agar                     ………………………     20g 

Eau Distillée q.s.p.        ……………………  1000ml 

 

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

 

Ce milieu de culture synthétique est recommandé pour l’isolement et le dénombrement des 

moisissures et des levures des produits alimentaires (Botton et al. ,1990). La composition du 

milieu en condition d’asepsie totale est la suivante :  

Agar agar                   ………………………..       20g 

Eau Distillée q.s.p.   …………………………   1000ml 

Milieu Czapex caséine : pH 7,3 

Na2NO3…………………………………………… 01g 

KCL ………………………………………………0 .025g 

MgSO4…………………………………………… 0.25g 

FeSO4…………………………………………… 0.005g 

Eau distillée…………………………………….. 500ml 

KH2PO4…...0.5g 

Milieu Czapex glucose : 

Na2NO3…………………………………………… 01g 

KCL ………………………………………………0 .025g 

MgSO4…………………………………………… 0.25g 

FeSO4…………………………………………… 0.005g 

Eau distillée…………………………………….. 500ml 

KH2PO4…...0.5g 
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Annexe n° 2 

  

Rhizopus (la region k .ch) Rhizopus (la region T) 

   

 

Rhizopus (la region A.) Rhizopus (la region R .ch) 

 

 

 

ASPECT MICEOSCOPIQUE DE Rhizopus  

stolonifer 

Rhizopus (la region F) 
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Figure n°8: Aspect macroscopique d’Aspergillus fumigatus 
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        Annexe n° 3 

Tableaux  n° 04: Pourcentage de la population fongique isolée. 

Régions Échantillons Pourcentage 

Tiaret 

T1 100 % 

T2 100 % 

T 3 100 % 

Ksar Chellala 

K .ch1 100 % 

K .ch2 100 % 

K .ch3 100 % 

Frenda 

F1 100 % 

F2 100 % 

F3 100 % 

Rechaiga 

R .ch1 100 % 

R.ch2 100 % 

R.ch3 100 % 

Ain dheb 

A1 100 % 

A2 100 % 

A3 100 % 

        

 

 

 

 


