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Résumé 

La section Flavi est l'une des sections les plus significatives dans le genre Aspergillus. 

La taxonomie de cette section dépend actuellement de  variables approches, nécessitant des 

traits phénotypiques et moléculaires. Ce travail vise à identifier les isolats d’Aspergillus  de la 

section Flavi à partir de différents  échantillons d'alimentation du bétail (aliment composé et 

la matière première: maïs, tourteaux de soja, son de blé) collectés dans divers région de   

l’Algérie ; en utilisant diverses méthodes phénotypiques.  

Dans cette étude cinq  milieux diférents ont été utilisés (MEA, GN25,CY20s et AFPA 

à 25°C et CYA à trois température différentes  25°C, 37 et 42 °C) pour l'identification des 

espèces d'Aspergillus section Flavi basée sur les caractères culturaux (macroscopiques): 

vitesse de croissance, couleur de colonie, couleur de l’envers de colonie, etc., les caractères 

microscopiques : hyphes cloisonnés ou non, conidies (forme, couleur), tête aspergillaire 

(unisériée, bisériée), forme de vésicule et la production des extrolites tel que les aflatoxines 

(B1, B2, G1 et G2), l’acide cyclopiazonique (CPA), l’ochratoxine A et l’acide aspergillique.  

Les résultats de l’analyse macro et micro morphologique ainsi que la production des 

métabolites secondaire   révèlent la présence  des espèces d’A. flavus (60%), suivi par A. 

tamarii (15,29%), A. oryzae (9,41%), A. sojae (7,64%,), A. pseudotamarii (4,11%) A. 

parasiticus (1,76%) et A. nomius (1,76%) ; Le potentiel toxinogène de ces différentes souches 

fongiques a été caractérisé sur milieu CAM pour les Aspergillus section Flavi. La détection de 

la production des mycotoxines a été réalisée par CCM. 

Les résultats obtenus montrent que pour les 170 isolats d’Aspergillus appartenant à la 

section Flavi, 131 (77%) ont été identifiés comme étant des A. flavus, (60%) sont révélés 

aflatoxinogènes avec production de CPA. Certains de ces espèces (19,41%) produisent des 

sclérotes de type « L ». Les souches non aflatoxinogènes comme A. sojae (7 ,64%) ne produit 

aucune mycotoxine mais A.oryzae (9,41%) produit uniquement le CPA. Six isolats sont 

rattachés à A. parasiticus, ces dernières sont hautement aflatoxinogènes et ne produisent le 

CPA, 3 isolats produit l’aflatoxine B (1,76%), alors que le 3 autres produisent l’aflatoxine B 

et G (1,76%). Les isolats d’Aspergillus tamarii (15,29%) ont la capacité de produire le CPA 

mais pas l’aflatoxine B ni les sclérotes alors que les espèces d’Aspergillus pseudotamarii 

(4,11%)  produit le CPA et l’aflatoxine B mais pas les  sclérotes.  

Mots-clés: Aspergillus section Flavi, aflatoxine, aliment de bétail, moisissures aflatoxinogène  



 

Abstract 

The Flavi section is one of the most significant sections in the Aspergillus kind. The 

taxonomy of this section currently depends on variable approaches, requiring phenotypical 

and molecular features. This work aims at identifying the isolates of Aspergillus of the Flavi 

section starting from various animal feed samples (made up food and the raw material: corn, 

oil cakes soya bean, its of corn) collected in various area of Algeria; by using various 

phenotypical methods.  

In this study five deferent mediums were used (MEA, GN25, CY20s and AFPA with 

25°C and CYA with three different temperature 25°C, 37 and 42 °C) for the identification of 

the species of Aspergillus Flavi section based on the farming characters (macroscopic): speed 

of growth, color of colony, color of the back of colony, etc, microscopic characters: hyphas 

partitioned or not, conidies (form, color), head aspergillaire (uniserial, bisérial), the shape of 

vesicle and the production of the extrolites such as aflatoxines (B1, B2, G1 and G2), the acid 

cyclopiazonic (CPA), the ochratoxine A  and the acid aspergillic.  

The results of the macro and micro morphological analysis as well as the secondary 

production of the metabolites reveals the presence of the species of A. flavus (60%), followed 

by A. tamari (15,29%), A. oryzae (9,41%), A. soya (7,64%,), A. pseudotamarii (4,11%) A. 

parasiticus (1,76%) and A. nomius (1,76%); The potential toxin gene of these various fungic 

stocks was characterized on CAM medium for Aspergillus Flavi section. The detection of the 

production of the mycotoxins was carried out by CCM. The results obtained show that for the 

170 isolates of Aspergillus pertaining to the Flavi section, 131 (77%) was identified as being 

A. flavus, (60%) aflatoxinogenes with production of CPA are revealed. Some of these species 

(19, 41%) produce sclérotes of the type “L”. The stocks not aflatoxinogenes like A. soya 

(7,64%), does not produce any mycotoxin but A. oryza (9,41%) only produced the CPA. Six 

isolates are attached to A. parasiticus, these last are highly aflatoxinogenes and do not 

produce the CPA, 3 isolates produces aflatoxine B (1,76%), whereas the 3 others produce 

aflatoxine B and G (1,76%). The isolates of Aspergillus tamarii (15.29%) have the capacity to 

produce the CPA but not aflatoxine B or the sclérotes whereas the species of Aspergillus 

pseudotamarii (4,11%) produced the CPA and aflatoxine B but not the sclérotes.  

 

Key words: Aspergillus Flavi section, aflatoxine, food of cattle, moulds aflatoxinogene 

 



 الملخص
 

مختلف عينات  منFlavi من فئة   Aspergillusيهدف هذا البحث إلى توصيف و تصنيف عزلات  

علف الماشية ) خليط العلف و المكونات الأولى: الذرة، فول الصويا و نخالة القمح( التي جمعت من 

خمسة أوساط مختلفة في هذا البحث    ق للأنماط الظاهرية.طرلمناطق الجزائرية باستعمال عدة مختلف ا

درجة مئوية و وسط  25في درجة حرارة  AFPAو MEA، GN25، CY20s استعملت لهذا الغرض )

CYA  درجة مئوية( لتوصيف نوع  42و 25،37في ثلاث درجات حرارة مختلفةAspergillus   فئة 

Flavi  و ذلك اعتمادا على الخصائص المورفولوجية للمستعمرة ) سرعة النمو، لون المستعمرة و لون

الأبواغ الكونيدية: لونها خلفية المستعمرة(، بالإضافة إلى الخصائص المجهرية ) مسليوم مقسم أو أنبوبي،

م مثل سم الأفلاتوكسين و نمطها، الرأس الكونيدي: وحيد أو ثنائي السلسلة ، شكل الحويصلة و إنتاج السمو

(1B،2B ،1G،2G إ ،) نتاج CPA ، أظهرت نتائج التحليل حمض الأسبرجيليك و الأوكراتوكسين  أ .

 60بنسبة  A. flavusإنتاج السموم و نواتج الأيض الثانوي وجود نوع  ،الميكرو و الماكرومورفولوجي

 ، 7,64بنسبة  9,41 ،A. sojaeبنسبة   15,29 ،A. oryzaeبنسبة  A. tamariiيليها 

A.pseudotamarii  4,11بنسبة  ،A. parasiticus  1,76بنسبة  وA. noninus  بنسبة

1,76. 

فئة   Aspergillusبالنسبة للفطريات  CAMتمت  دراسة القدرة السمية للفطريات على وسط        

Flavi . 

 الفصل الكروماتوجرافي على طبقة رفيعة. تم الكشف عن إنتاج السموم الفطرية و طبيعتها بواسطة       

: Flavi فئة  Aspergillusفطر معزول من  170النتائج المتحصل عليها أنه لأجل أظهرت       

131(77 وصفت على أنها )Aspergillus flavus ،60  قادرة على إنتاج سم الأفلاتوكسين و

CPA 19,41، من ضمن هذا النوع  ينتج السكليروت حجم كبير. الفطريات الغير منتجة للأفلاتوكسين

( تنتج 9,41) A. oryzae بينما ها القدرة على إنتاج أي سم فطري ( ليست ل7,64) A. sojaeمثل 

CPA .فقط 

و لكنها ، هذه الأخيرة تعتبر منتجة للأفلاتوكسين بنسبة كبيرة A. parasiticus ستة عزلات ضمت إلى 

( تنتج 1,76) ( تنتج الأفلاتوكسين ب، و ثلاث عزلات1,76، ثلاث عزلات )CPA لا تنتج 

 الأفلاتوكسين ب و ج.



و  Bو لكنها لا تنتج سم الأفلاتوكسين  CPA( لها القدرة على إنتاج 15,29) A. tamariiعزلات 

 و الأفلاتوكسين ب بدون سكليروت. CPA( ينتج 4,11) A. pseudotamarii، بينما نوع السكليروت

 و هي تعتبر ملوثات التخزين المواد الغذائيةهذه الأنواع دليل على تلوث 

 ، أفلاتوكسين،غذاء الماشية، العفن الأفلاتوكسيني.Flavi فئة  Aspergillusالكلمات المفتاحية : 
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Aspergillus section Flavi est l'un des genres les plus importants des micromycètes, 

avec beaucoup d'espèces ayant le grand impact sur divers champs d'intérêt : en tant que 

microbes pathogènes de l’être humain, l’animal et de plante, comme agents de détérioration 

des produits alimentaires ou comme producteurs de bioactif et ⁄ ou métabolites secondaires 

toxiques. En plus, certains des micro-organismes les plus importants utilisés dans des 

fermentations de nourriture et dans des bioprocédés industriels font partie de ce genre. À 

l'intérieur de ce genre, la section Flavi  est considérée comme un problème majeur pour 

l'industrie alimentaire pendant les cinq dernières décennies, comme elle comporte des espèces 

responsables de la production d’un groupe de composés fortement toxinogènes : les 

aflatoxines (AFs) (Rodrigues et al., 2011). 

La taxonomie  d'Aspergillus section Flavi est complexe et en constante évolution 

(Geiser et al., 2007). La systématique classique d'Aspergillus section Flavi est basée 

principalement sur des différences  morphologique et caractéristiques culturaux (Raper et 

Fennell 1965 ; Samson 1979 ; Klich et Pitt 1988 ; Kozakiewicz 1989). Cette approche a ses 

limites à cause de la diversité morphologique au sein des mêmes taxa  (dans la même espèce. 

et entres les espèces). La taxonomie d’Aspergillus à beaucoup évolué, elle est devenue 

polyphasique en prenant en considération les caractéristiques biochimiques, écologiques et 

moléculaires. Cette nouvelle approche en particulier l’étude moléculaires a permis de décrire 

de nouvelles espèces et de revoir la position taxonomiques des autres espèces de ce genre 

(Horn, D.1997 ; Li et  al., 1998 ; Peterson 2000, 2008 ; Ito et al., 2001 ; Peterson et al., 2001 ; 

Rigo et al., 2002 ; Frisvad et al., 2005 ; Pildain et al., 2008). 

Sur la base de la méthode conventionnelle de la classification, Aspergillus section 

Flavi inclut six espèces économiquement importantes qui sont très étroitement liées 

morphologiquement et phylogénétiquement : Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, 

Aspergillus nomius, Aspergillus oryzae, Aspergillus Sojae  et Aspergillus tamarii. Ces espèces 

partagent plusieurs caractères mais elles diffèrent dans leur capacité de produire les AFs. En 

effets, les espèces d’Aspergillus section Flavi  sont habituellement divisées en deux groupes. 

Le premiers groupe comporte  les isolats à usage domestique, à savoir A. oryzae, A. sojae et 

A. tamarii, et elles sont non aflatoxinogènes et sont employés couramment dans le procédé de 

fermentation et sources d’enzymes dans les pays asiatiques. Le deuxième groupe contient les 

espèces aflatoxinogènes, qui incluent A. flavus, A. parasiticus , A. nomius, qui constituent   un 

problème majeur pour la santé animale et humaine à cause de leur capacité à se développer 

dans le champs et dans les aliments. 
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Notre travail s’inscrit dans le cadre de la vérification de la qualité de l’aliment de 

bétail dans certaines régions en Algérie. Pour cela nous nous somme fixé comme 

objectifs l’étude de  la capacité de la  production des aflatoxines  des isolats appartenant au genre 

Aspergillus section Flavi et l’identification et la détermination des principales espèces 

d’Aspergillus section Flavi isolée à partir de différents  échantillons d'aliment du bétail. 

Ce travail est divisé en trois parties.   Dans la première partie nous évoquerons les 

généralités sur les moisissures, et particulièrement le genre Aspergillus de la section Flavi et 

leurs critères d’identification.  

Dans la deuxième partie, nous décrivons Les critères d’identification des espèces d’Aspergillus de 

la section Flavi qui sont basés sur l’étude  morphologique et le profil des mycotoxines produites 

(aflatoxines,  l’acide cyclopiazonique,  l’ochratoxine…). 

Dans la troisième partie, nous présentons les principaux résultats et discussion et nous terminons avec 

une conclusion et des perspectives. 
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I. Les champignons 

1. Généralité 

Les champignons, ou les mycètes, sont des organismes eucaryotes uni-ou 

pluricellulaires, incluant des espèces macroscopiques (macromycètes) et d’autres 

microscopiques (micromycètes) d’aspect filamenteux ou lévuriforme. Les moisissures de 

véritables agglomérats de filaments mycéliens et d’organes fructifères capables de coloniser 

des substrats très divers (végétaux, papier, cuir, murs….). Il s’agit d’organismes hétérotrophes 

et ubiquitaires (Tabuc, 2007). 

Une caractéristique majeure des champignons est leur mode de reproduction; ils 

produisent un grand nombre de spores, ce qui leur assure un pouvoir de contamination 

considérable. Les spores sont issues de plusieurs modalités de reproduction sexuée ou asexuée 

qui représentent le principal critère de leur classification (Tabuc, 2007). 

2. Classification des champignons 

          Les champignons présentent une très grande variété taxonomique du fait de 

l’organisation complexe de l’appareil végétatif et de leur mode de reproduction. La 

classification de Kwon Chung et Bennett (1992) modifiée par de Hoog et Guarro (1995) est la 

plus utilisée actuellement, elle est basée sur la morphologie des spores produites au cours des 

cycles de reproduction sexuée. Elle distingue les quatre divisions suivantes :  

- Les Zygomycètes: espèces qui produisent des spores non flagellées, et qui sont contenues à 

l’intérieur d’une cellule renflée. Champignons dits inférieurs.  

- Les Ascomycètes: espèces qui produisent des spores qui sont regroupées à l’intérieur de sacs 

(les asques). Champignons dits supérieurs.  

 - Les Basidiomycètes: espèces dont les spores sont portées par les basides. Champignons dits 

supérieurs. 

- Les Hyphomycètes: espèces qui constituent un groupe hétérogène qu’on ne connait pas 

actuellement, pour la plupart la forme de reproduction sexuée. (Cahagnier et al., 1998 ; Kiffer 

& Morelet, 1997).  

          On estime à plus de 100 000 le nombre d’espèces fongiques, plus de 1000 d’entre elles 

pouvant contaminer les aliments (Castegnaro & Pfohl-Leskowicz, 2002). Toutefois, les 

Ascomycètes regroupent un grand nombre d’espèces pathogènes pour l’homme et les 

animaux (champignons filamenteux comme les Aspergillus) (Sutton et al., 1998 ; Botton et 

al., 1990). Ce groupe est d’une grande importance économique, certaines espèces sont 

souvent retrouvées comme des parasites redoutables des végétaux (l’ergot du seigle parasité 
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par Claviceps purpurea), d’autres peuvent entraîner des altérations aux denrées alimentaires et 

élaborer des toxines. 

2.1. Critères d’identification des moisissures 

          L’identification de très nombreuses espèces fongiques susceptibles de coloniser les 

aliments voire de produire des mycotoxines est une étape indispensable à l’évaluation du 

risque mycotoxique. Cette identification a pendant longtemps été exclusivement basée sur 

l’observation des caractères culturaux et morphologiques de l’espèce. Les progrès récents de 

la biologie moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide à l’identification.  

Toutefois, la complexité du règne fongique fait, qu’à l’heure actuelle, ces outils ne 

peuvent pas encore remplacer complètement l’examen morphologique, qui reste la base de 

l’identification (Botton et al., 1990).  

3. Les moisissures toxinogènes  

          Deux groupes de champignons (ou moisissures) toxinogènes (producteurs de 

mycotoxines) peuvent être distingués. Le premier type est constitué de champignons 

envahissant leur substrat et produisant la mycotoxine sur plantes sénescentes ou stressées : il 

sera question de toxines de champs. L’autre groupe rassemble ceux qui produisent les toxines 

après récolte ; on les qualifiera de toxines de stockage. Ainsi, des champignons du sol ou des 

débris de plantes peuvent disséminer leurs spores sur la plante ou les grains puis proliférer 

pendant le stockage si les conditions le permettent. 

         Des moisissures toxinogènes peuvent se développer sous tous les climats, sur tous les 

supports solides ou liquides dès l’instant qu’il y a des éléments nutritifs, de l’humidité 

(activité en eau Aw supérieure à 0,6), d’où la grande variété des substrats alimentaires 

contaminés. Les aliments contaminés par les mycotoxines peuvent être classés en deux grands 

groupes : les aliments et produits d’origine végétale, et ceux d’origine animale. Parmi les 

produits et aliments d’origine végétale, les céréales et leurs produits dérivés présentent le plus 

grand facteur de risque compte tenu de la fréquence de contamination et de leur 

consommation importante. Les autres produits d’origine végétale sont les fruits et légumes 

secs (graines oléagineuses, haricots et raisins secs), les épices, le café et le cacao et les jus et 

produits de fermentation (jus de pomme, de raisin, bière, vin et cidre). Parmi les produits et 

aliments d’origine animale, le lait, les œufs, les viandes, les abats et tout ce qui en dérive 

doivent retenir l’attention. 
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4. Le genre Aspergillus  

       Ce genre comprend environ 185 espèces réparties en 18 groupes ou section 

morphologiquement, génétiquement et physiologiquement proches (Raper et Fennell, 1965 ; 

Botton et al., 1990 ; Roquebert, 1998). Une vingtaine d’espèces est impliquée dans des 

pathologies animales et humaines. 

       Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent associés 

aux régions à climat chaud (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002); ils se développent sur la 

matière organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires, les 

céréales. De nombreuses espèces d’Aspergillus sont présentes dans l’environnement humain, 

notamment dans la poussière et l’air (Morin, 1994). 

De nombreuses espèces d’Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité à produire 

des mycotoxines responsables de pathologies animales et humaines. Enfin, certaines espèces 

d’Aspergillus sont utilisées dans l’industrie agro-alimentaire et dans l’industrie des produits 

biotechnologiques notamment pour la production d’enzymes, d’acides organiques (Botton et 

al., 1990). 

4.1. Identification du genre Aspergillus  

4.1.1. Caractères culturaux généraux  

         Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques 

(gélose au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques. Après 48 heures d’incubation, on 

observe des colonies plates, formées de courts filaments aériens, blancs ; après 96 heures 

d’incubation, les colonies vont prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune ou noire 

selon les espèces. La majorité des Aspergillus poussent à 22 - 25°C; les espèces thermophiles 

(A. fumigatus) se développent à 37 - 40°C est parfois jusqu’à 57°C (Badillet et al., 1987 ; 

Morin, 1994). 

        Les Aspergillus forment des colonies souvent poudreuses ou granuleuses. La couleur de 

colonies permet une orientation rapide dans l’identification d’espèces: gris-vert pour A. 

fumigatus, vert-jaune pour A. flavus et les espèces du groupe A. glaucus, vert foncé à chamois 

pour A. nidulans, brun canelle pour A. terreus, chamois clair, jaune et rose pour A. versicolor, 

jaune puis noir pour A. niger et blanche pour A. candidus. Le revers de la colonie est incolore 

ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec l’âge (Chermette et Bussieras, 1993). 
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4.1.2. Morphologie microscopique 

        Les Aspergillus sont caractérisés par un appareil végétatif (thalle) formé de filaments 

mycéliens hyalins, de diamètre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs 

prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se terminent par 

une vésicule de forme variable sur la quelle sont disposées les cellules conidiogènes ou 

phialides. Les phialides peuvent être insérées directement sur la vésicule (têtes unisériées) ou 

portées par des petits structures insérés sur la vésicule (têtes bisériées) nommées métules ou 

stérigmates (Figure 1) (Badillet et al., 1987 ; Raper et Fennell, 1965). Les conidies, sèches, 

disposées en chaînes divergentes ou associées en colonnes compactes, sont toujours 

unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, hyalines ou 

pigmentées en jaune, vert, brun ou noir. 

       L’ensemble vésicule ± métules + phialides + conidies constitue la tête aspergillaire 

caractéristique du genre Aspergillus. 

      Pour certaines espèces, des formations sexuées apparaissent parfois en culture. Il s’agit de 

cléistotèces qui contiennent des asques arrondis renfermant chacun 8 ascospores. 

      Les « hüllecells » ou les cellules en noisette, sont des formations arrondies, réfringentes à 

paroi épaisse qui accompagnent souvent les formes sexuées, mais que l’on peut également 

observer isolément, indépendamment de la reproduction sexuée. 

 

 

                Figure 01. Caractères micro morphologiques du genre Aspergillus. 

                                   (www.thegourdreserve.com/mold/into.shtml). 
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5. Aspergillus de la section Flavi 

       Les membres d’Aspergillus section Flavi (groupe d’A. flavus) occupent des niches 

écologiques très diverses. Les espèces de cette section peuvent être présentes dans la nature 

soit comme des saprophytes dans le sol ou comme des parasites des plantes, des insectes et 

des animaux (Horn & Dorner, 1998). Dans cette section, A. flavus et A. parasiticus retiennent 

le plus d’attention car elles sont non seulement pathogènes pour certaines plantes (arachides, 

maïs et coton), mais elles produisent les aflatoxines (Smith & Moss, 1985). De plus, ce sont 

les espèces les plus fréquentes. Morphologiquement, Aspergillus section Flavi comprend les 

espèces avec des têtes conidiennes de couleur jaune vert à brun dont certaines produisent des 

sclérotes brun foncé ou parfois jaunes.  

       De très nombreuses études ont été menées sur ce groupe (Samson & Pitt, 2000). D’après 

Samson et al. (2006), il y’a 18 espèces appartenant à la section Flavi. Ces espèces 

développent des couleurs allant du jaune-vert à brun. 

Les critères d’identification des espèces de la section Flavi sont actuellement basés sur 

la morphologie, le profil des mycotoxines produites et l’analyse des séquences de l’ADNr 

(Samson et al., 2006 ; Varga et al. 2003; Ito et al., 2001). L’analyse des séquences ITS des 

isolats a montré qu’Aspergillus section Flavi forme 3 clades : (A. alliaceus, A. flavus et A. 

tamarii) qui peuvent être distingués par la couleur des colonies et leur composition en 

ubiquinones (Samson et al., 2006 ; Rigó et al., 2002). A. flavus est une espèce génétiquement 

très complexe et a été subdivisée en deux catégories, selon les caractères morphologique et 

génétique, et le profil de production des mycotoxines. 

       Morphologiquement, on peut distinguer deux catégories d’isolats. La première catégorie 

produit des sclérotes grandes, de type « L » (Large) de diamètre supérieur à 400 μm. La 

seconde catégorie produit de nombreux petits sclérotes, de type « S » (Small), de diamètre 

inférieur à 400 μm (Cotty, 1989). Selon (Geiser et al. 1998, 2000 ; Vaamonde et al. 2003), A. 

flavus est divisé en deux groupes non distincts morphologiquement. Le groupe I comprend les 

types « L » et « S » producteur d’aflatoxine B et le groupe II comprend uniquement le type « 

S » capable de produire les aflatoxines B et G. Ces auteurs ont suggéré que les isolats de type 

« S » (groupe II) méritent d’être considérés comme une espèce à part (Geiser et al., 2000). 

D’après Hua Sui-Sheng (2002), tous les isolats de type « S » sont aflatoxinogènes, alors que 

le type « L » comprend des producteurs et des non producteurs.  

 La production d’aflatoxines durant le métabolisme secondaire est sans doute le 

caractère le plus important pour Aspergillus section Flavi. Aspergillus flavus, A. parasiticus, 
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et A.nomius (Kurtzman et al., 1987) sont les espèces productrices d’aflatoxines les plus 

communes. Aspergillus flavus produit généralement les aflatoxines de type B
1 

et B
2 

et l’acide 

cyclopiazonique (CPA), mais la production de ces toxines est extrêmement variable (Horn & 

Dorner, 2002). Par contre, A. parasiticus et A. nomius produisent les quatre types 

d’aflatoxines B
1
, B

2
, G

1 
et G

2 
mais pas le CPA comme le montre (le tableau 1) (Varga et al., 

2003 ; Horn et al., 1996 ; Dorner et al., 1984). 

Tableau 01. Production d’aflatoxines B, G et d’acide cyclopiazonique par les principales 

espèces d’Aspergillus section Flavi (Varga et al., 2003). 

 

Espèce AFB AFG Acide cyclopiazonique 

A. flavus groupe I 

 

+ - ± 

A. flavus groupe II 

 

+ ± + 

A. oryzae - - ± 

A. parasiticus + + - 

A. sojae - - - 

A. nomius + + - 

A. bombycis + + - 

A. tamarii - - + 

A. caelatus - - - 

A. pseudotamarii + - + 
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Généralement, A. parasiticus est fortement productrice d’aflatoxines, et des isolats non 

producteurs d’aflatoxines G sont rares chez cette espèce (Tran-Dinh et al., 1999; Horn et al., 

1996). Récemment la production d’aflatoxines par A. pseudotamarii a été rapportée (Chang et 

al., 2006; Itoet al., 2001). Actuellement, la liste des espèces aflatoxinogènes de la section 

Flavi comprend: A. arachidicola, A. bombycis, A. flavus, A. minisclerotium, A. parasiticus, A. 

parvisclerotigenus, A. nomius, A. pseudotamarii et A. toxicarius (tableau 02). Les autres 

espèces productrices d’aflatoxine B
1 

classées à l’extérieur de la section Flavi sont: A. 

Ochraceoroseus, A. rambelli (Aspergillus section Ochraceorosei), Emericellaa stellata et E. 

venezuelensis (Aspergillus section Nidulantes) (Frisvad et al., 2005). 

Il est donc vraisemblable que l’aflatoxine peut être produite par d’autres espèces 

d’Aspergillus. A. nomius, morphologiquement très proche d’A. flavus, produit les aflatoxines 

B et G et est fréquente dans le sol et parasite les insectes (Kurtzman et al., 1987; Peterson, 

2000). A. pseudotamarii a été isolée au Japon, au Brésil (Ito et al., 2001), dans les sols des 

forêts d’Afrique (Klich et al., 2000) et tout récemment dans les sols de Thaïlande (Ehrlich et 

al., 2007). A la différence d’A. flavus et d’A. parasiticus, les autres espèces aflatoxinogènes 

n’ont pas d’impact majeur en agroalimentaire. 

Tableau 2. Espèces d’Aspergillus de la section Flavi et leurs métabolites (Frisvad et al., 

2004). 

Espèces 
Acide 

kojique 
    AFBs    AFGs CPA 

Acide 

aspergillique   OTA 

Aspergillus 

arachidicola 
+ + + - + - 

Aspergillus 

avenaceus 
- - - - - - 

Aspergillus 

bombycis 
+ + + - + / - - 

Aspergillus 

caelatus 
+ - - + - - 

Aspergillus flavus + + / - - + + - 

Aspergillus lanosus + - - - - - 

Aspergillus leporis + - - - - - 

Aspergillus 

minisclerotium 
+ + + + + - 

Aspergillus nomius + + + - + - 
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Suit du tableau 2 : 

Espèces 
Acide 

kojique 
    AFBs    AFGs CPA 

Acide 

aspergillique   OTA 

Aspergillus oryzae + - - + - - 

Aspergillus 

parasiticus 
+ + + - + - 

Aspergillus 

parvisclerotigens 

+ 

 

 

+ + / - + + - 

Aspergillus 

seudotamarii 
+ + - + - - 

Aspergillus sojae + - - - + - 

Aspergillus tamarii + - - + / - - - 

Aspergillus 

toxicarius 
+ + + - + - 

Petromyces 

albertensis a 
+ - - - - + 

Petromyces 

alliaceus b 
+ - - - - + 

 

a: Forme sexuée d’Aspergillus albertensis.       b: Forme sexuée d’Aspergillus alliaceus. 

+ : producteur.     – : non producteur.         +/– : production variable suivant les souches. 

CPA : acide cyclopiazonique. 

a. Aspergillus flavus 

Cette espèce se caractérise par un thalle vert jaune à vert olive, floconneux, plus dense 

vers le centre, lâche en périphérie. Des colonies granuleuses sur Malt Extract Agar (MEA) 

montrant un revers incolore à beige clair, fertile sur toute la surface alors que sur milieu 

Aspergillus flavus parasiticus Agar (AFPA), un revers orange caractéristique est observé. Les 

têtes aspergillaires ont une vésicule hémisphérique (25 à 60 µm de diamètre).Ces têtes sont 

uni ou bisériées, selon leur degré de maturation radiées, de couleur vert jaune à vert olive. La 

vésicule est sphérique entièrement recouverte ou au trois quart, donnant des phialides 

verdâtres, de dimensions (6-10μm x 4-5.5μm) à disposition radiaire ou en colonne. 

Les conidies gris pâle sont subsphériques à éllipsoïdales, échinulées et mesurent 3 à 4,5 

μm de diamètre. Les conidiophores sont longs (jusqu’à 1mm de longueur) et les plus âgés 
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sont rugueux. Les sclérotes sont souvent produits chez les isolements jeunes, de taille et de 

forme variables, souvent brunes à noires. 

Les mycotoxines produites par cette espèce sont l’AFB1, l’AFB2, l’acide aspergillique, 

l’acide kojique, l’acide cyclopiazonic (CPA) et l’acide 3-nitropiopionique (Pitt et Hocking, 

1997). 

b. Aspergillus parasiticus 

Cette espèce se caractérise par un thalle vert jaune sombre, floconneux et des colonies 

granuleuses et denses et un revers incolore à beige clair sur Malt Extract Agar (MEA). Le 

conidiophore de taille de 250-500 μm de couleur marron pâle à paroi échinulée. Les têtes 

aspergillaires sont majoritairement unisériées caractérisées par des vésicules sphériques de 

30-35 μm de diamètre recouverte au trois quart, donnant des phialides verdâtres de 7-11μm 

portant des conidies sphériques de 4-6 μm de diamètre à disposition radiaire ce qui la diffère 

parfois d’A. flavus caractérisée par des conidies plus petites. Les sclérotes occasionnellement 

produites chez les isolats jeunes, sphériques de 400-800 μm de diamètre sont souvent 

blanches au début et deviennent noires avec le temps. 

Les mycotoxines produites par cette espèce sont les AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2 (Pitt et 

Hocking, 1997) 

c. Aspergillus oryzae 

Ce champignon se développe rapidement sur les milieux classiques (géloses au malt et 

Sabouraud) à 22 - 25°C, elle forme des colonies duveteuses à poudreuses, d’abord de couleur 

blanche, puis jaune, et enfin vert-jaunâtre à vert olive. Le revers peut être incolore ou jaunâtre. 

Cette espèce peut souvent être confondue avec A. flavus. Les têtes unisériées ou bisériées 

(les deux aspects pouvant cohabiter sur une même souche) sont radiées, jaunâtre au début puis 

jaune verdâtre à vert-olive, puis évoluent vers des tons bruns. 

Les conidiophores, hyalins sont souvent longs (2,5 - 5 mm), plus ou moins verruqueux 

suivant les souches. Les vésicules sont sub-globuleuses à paroi mince, mesurent 40 - 75 μm 

de diamètre. Les phialides (8 - 15 x 3 - 5 μm) sont insérées directement sur la vésicule ou 

portées par des métules. Les conidies d’abord piriformes à elliptiques deviennent sub-

globuleuses à globuleuses, de taille très variable, lisses ou finement verruqueuses (Tabuc, 

2007). 

d. Aspergillus nomius 

Cette espèce est étroitement liée à A. flavus (Kurtzman et al., 1986a). En l'absence des 

sclérotes, les deux espèces sont morphologiquement indifférentiable. 
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Les différences importantes sont qu’A. nomius produit tous les deux aflatoxines B et G avec 

des quantités plus élevées  qu'A. flavus (Ehrlich et autres, 2007), et les sclérotes ont une forme 

de balle, non sphérique comme ceux d'A. flavus.  

 

II. Les métabolites secondaires 

1. Les mycotoxines 

Les mycotoxines sont des produits du métabolisme secondaire de moisissures pouvant 

se développer sur la plante au champ ou en cours de stockage et douées de potentialités 

toxiques à l’égard de l’homme et des animaux. Plus de 300 métabolites secondaires ont été 

identifiés mais seule une trentaine possède de réelles propriétés toxiques préoccupantes. Ces 

toxines se retrouvent à l’état de contaminants naturels de nombreuses denrées d’origine 

végétale, notamment les céréales mais aussi les fruits, noix, amandes, grains, fourrages ainsi 

que les aliments composés et manufacturés issus de ces filières destinés à l’alimentation 

humaine et animale (AFSSA, 2009). 

 

2. Les principales mycotoxines 

Les principales mycotoxines peuvent être produites par 5 genres de champignons: 

Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria. Compte tenu de leurs propriétés 

toxiques chez l’homme et l’animal et de leur fréquence de contamination des matières 

premières et des aliments, les mycotoxines les plus importantes sont les aflatoxines, 

l’ochratoxine A, les fumonisines, les trichothécènes et la zéaralénone. 

 

Tableau 03. Mycotoxines et champignons responsables de leur production (AFSSA, 2009). 

Champignons  

 

Toxines 

Aspergillus 

 

Aflatoxine 

Stérigmatocytine 

Ochratoxine A 

 

Penicillium 

 

Patuline, Citrinine, 

Pénitrem A, Acide 

cyclopiazonique, 

ochratoxine A 
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Suite du tableau 03 : 

Champignons  

 

Toxines 

Fusarium 

 

Trichothécènes (DON, NIV, 

Toxine T-2, DAS) 

Zéaralénone, Fumonisines, 

Fusarine, Moniliformine 

 

Alternaria Alternariol 

Acide Ténuazonique 

 

Claviceps  Alcaloïdes de l’Ergot 

 

2.1. Les aflatoxines  

Les aflatoxines sont produites par des Aspergillus se développant entre autres sur les 

céréales et les oléagineux dans des atmosphères chaudes et humides (Castegnaro&Pfohl-

Leszkowicz, 2002). 

 

2.1.1. Structure et propriétés physico chimique  

Les aflatoxines sont caractérisées au niveau moléculaire par des structures de 

coumarines bifuraniques auxquelles sont accolées des pentanones (Aflatoxine B) ou des 

lactones hexatoniques (Aflatoxine G). Toutes les aflatoxines se rattachent à l'un de ces deux 

types de structure et ne diffèrent entre elles que par la position de divers radicaux sur les 

noyaux. 

 

              

                               Figure 02. Structure des aflatoxines (Quillien, 2002).  
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Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire (312 à 330 g/mol), très 

peu solubles dans l’eau (10-20 mg/litre), insolubles dans les solvants non polaires et très 

solubles dans les solvants organiques moyennement polaires à polaires (chloroforme et 

méthanol). La fluorescence intense des aflatoxines, une fois exposées à des longueurs d’ondes 

(λ = 365 nm) de la lumière ultraviolette (UV), a pour avantage de détecter ces composés à des 

niveaux extrêmement bas (de l’ordre du nanogramme). L’aflatoxine de type B (AFB = AF 

"bleue") donne une fluorescence bleue et l’aflatoxine de type G (AFG = AF "Green "), donne 

une fluorescence verte. Cette fluorescence fournit la base pour pratiquement toutes les 

méthodes physico-chimiques de leur détection et leur quantification. Les propriétés physico-

chimiques des principales aflatoxines sont résumées dans le tableau 4.  

Tableau 04. Propriétés physico-chimiques des principales aflatoxines (Dutton et al., 1985). 

Aflatoxine Formule 

brute 

Masse 

Molaire 

Point 

de fusion 

Absorption maximale à la lumière 

UV  dans le méthanol   coefficient 

d’extinction molaire 

 

    A 265 nm A 360–362nm 

 

B1 

 

C17H12O6 

 

312,3 268–269 

 

12 400 21 800 

B2 

 

 

C17H14O6 

 

314,3 286–289 

 

12 100 24 000 

G1 

 

C17H12O7 

 

328,3 244–246 

 

9 600 17 700 

G2 

 

C17H14O7 

 

330,3 237–240 

 

8 200 17 100 

M1 

 

C17H12O7 

 

328,3 

 

299 14 150 21250 (357 nm) 

 

M2 

 

C17H1407 

 

330 293 12100 (264nm) 

 

22900 (357 nm) 

 

Aflatoxicol C17H14O6 

 

314 230–234 

 

10800 (261nm) 

 

14100 (325 nm) 

 

 

2.1.2. Effets toxiques des aflatoxines 

Les aflatoxines comptent parmi les substances naturelles ayant un potentiel 

cancérogène et mutagène le plus élevé. Concernant la toxicité chronique, des études 

épidémiologiques réalisées dans le monde ont clairement établi l’implication de l’AFB
1 

dans 

l’étiologie du cancer primaire du foie chez l’homme (Wogan, 2000). Ils ont montré aussi que 
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les risques liés au développement du cancer du foie sont 30 fois plus élevés chez les individus 

ayant des antécédents d’hépatites B (Henry & Bosch, 2001). Cette situation est souvent 

rencontrée dans les pays en voie de développement, pour lesquels il n’existe pas de législation 

régulant les concentrations d’aflatoxines dans l’alimentation, et dans lesquels la vaccination 

contre l’hépatite B n’est pas appliquée de façon systématique pour des raisons économiques 

et/ou politiques.  

      D’après Pfhol-Leszkowicz et Castegnaro (2002), l’AFB
1 

est un très puissant cancérogène 

hépatique, alors que l’AFG1 induit plutôt des tumeurs rénales. L’apparition de ce type de 

tumeurs parait liée non seulement à l’ingestion de produits très contaminés, mais aussi à la 

sous alimentation, aux carences vitaminiques et protéiques, ainsi qu’à l’hépatite B, fréquentes 

dans les populations concernées.  

Bien que la toxicité aiguë des aflatoxines soit rarement observée chez l’homme, des 

épidémies suite à l’ingestion d’aliments fortement contaminés ont été rapportées récemment 

dans les pays d’Afrique, en Inde et en Malaisie. La dernière épidémie d’intoxication par des 

aflatoxines a eu lieu en 2004 au Kenya et a été attribuée à l’ingestion de maïs très contaminé 

(CDC, 2004).  

En effet, les effets des aflatoxines sur la santé animale varient suivant l'espèce, l'âge, le sexe, 

l'état physiologique de l'animal, le mode d'administration, la composition de l'alimentation. 

L'AFB
1 

est la plus toxique suivie, par ordre décroissant de toxicité, par l'AFM
1
, l'AFG

1
, 

l'AFB
2 

et l'AFG
2
. La toxicité des aflatoxines G

1
, B

2 
et G

2 
sont respectivement 50, 80 et 90 % 

moindre que celle de l'AFB
1 

(Cole & Cox, 1981). 

Ingérée en grande quantité, l’aflatoxine peut être responsable de toxicités aiguës. Elle 

se caractérise généralement par la mort rapide des animaux. Ils présentent alors un foie 

décoloré et augmenté de volume (hépatotoxicité), les reins présentent des signes de 

glomérulonéphrite et les poumons sont congestionnés. Les aflatoxines sont tératogènes (Arora 

et al., 1981). L'effet tératogène est bien décrit chez les embryons de poulet pour lesquels on 

note un retard de développement, une microcéphalie, une anophthalmie, un palais fendu (bec 

de lièvre) et une déformation des maxillaires (Vesely et al., 1983). L’exposition chronique 

aux aflatoxines est responsable du cancer chez diverses espèces animales. En effet, l’AFB
1
, 

mais également le mélange des quatre aflatoxines (B
1
, B

2
, G

1 
et G

2
) induisent des tumeurs 

hépatiques chez le canard, la truite, le saumon et le singe (AFSSA, 2006). Toutefois, la 
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propriété toxique majeure de l’AFB1 est son pouvoir cancérigène. En effet, cette molécule est 

responsable de l’apparition d’hépato carcinomes chez les hommes et les animaux. Le Centre 

international de la recherche sur le cancer a classé les aflatoxines (mélanges naturels des 

quatre aflatoxines) dans le groupe 1 (cancérogène humain) et l’AFM
1 

dans le groupe 2B 

(cancérogène humain probable) (Autrup et al., 1991) (CIRC, 1993 a). 

3. Réglementations  

Les données existantes sur la présence des mycotoxines dans divers aliments et les 

estimations de l'apport alimentaire de mycotoxines dans divers pays indiquent clairement que 

ces contaminants se trouvent en quantités très variables dans les produits agro-alimentaires 

susceptibles d'être contaminés et montrent que dans le monde entier les populations sont 

exposées à ces substances, bien qu'à des degrés différents. Les limites fixées par différents 

pays pour la teneur en mycotoxines, en particulier en aflatoxines dans les aliments contribuent 

sans aucun doute à réduire l'exposition du consommateur (Karine joubrane, 2011). 

3.1. Limites mondiales relatives aux aflatoxines  

         Dans le cadre du règlement 1881/2006/CE (abrogeant le règlement 466/2001/CE et ses 

modifications) portant fixation de teneurs maximales pour certains contaminants dans les 

denrées alimentaires et de la directive 2002/32 (et ses modifications) sur les substances 

indésirables dans les aliments pour animaux, des teneurs maximales fixées pour les 

aflatoxines sont présentées dans le tableau 5. 
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Tableau 05. Teneurs maximales en aflatoxines exprimées en μg/kg dans l’Union Européenne 

(Règlement 1881/2006/CE). 

Alimentation  Toxine  

 

Matrice Teneur maximale 

En μg/kg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Humaine 

 

Aflatoxine B1 Arachides (cacahuètes) + 

autres graines + fruits secs 

 

de 2, 5 ou 8 selon le 

produit et son stade 

de transformation 

 

Céréales 

 

2 ou 5 selon le 

produit et son stade 

de transformation 

 

Certaines épices           5 

Préparations à base de 

céréales et aliments pour 

nourrissons 

et enfants en bas âge 

 

0,1 

Aflatoxines 

B1+B2+G1+G2 

Arachides (cacahuètes) 

+autres 

graines + fruits secs 

 

de 4, 10 ou 15 selon 

le produit et son stade 

de transformation 

 

Céréales 4 ou 10 selon le  

produit et son stade 

de transformation 

 

Certaines épices         10 

Aflatoxine M1 Lait (adultes)       0,05 

Préparations pour 

nourrissons 

Et enfants en bas âge 

 

0,03 

 

 

Animale 

Aflatoxine B1 Matières premières des 

aliments pour animaux 

 

20 

Aliments 

complets/complémentaires   

de 5 à 20 selon les 

espèces animales 
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4. L’acide cyclopiazonique (CPA) 

L’acide cyclopiazonique (CPA) est une mycotoxine produite par différentes espèces 

d’Aspergillus, notamment Aspergillus flavus et A. tamarii, et de Penicillium, notamment 

Penicillium camembertii et P. cyclopium. Elle peut être produite avec d’autres mycotoxines 

comme les aflatoxines (produites par A. flavus), ou la camembertine (produite par P. 

camemberti et P. cyclopium). 

Bien que l’acide cyclopiazonique ait été identifié dans de nombreux aliments 

(céréales, légumineuses, viande, lait, fromages …) très peu de mycotoxicoses animales lui 

sont attribuées en raison de sa faible toxicité et de sa faible teneur dans les denrées 

contaminées. Cependant, il faut noter qu’en raison de sa présence conjointe avec les 

aflatoxines, son implication réelle peut être sous-estimée. 

Cette hypothèse a notamment été avancée pour expliquer les symptômes observés au 

cours des cas de la maladie « Turkey X disease » qui se sont produits en Angleterre au début 

des années 1960 (Cole, 1986). Par ailleurs, un seul cas de mycotoxicose humaine a été associé 

à cette toxine (AFSSA, 2006). 

L’acide cyclopiazonique (CH20N2O3) est un acide indole tétramique de poids 

moléculaire 336 g/mol. 

                                             

                              Figure 03. Structure chimique de l’acide cyclopiazonique 

 

5. Ochratoxine A (OTA)  

Cette mycotoxine est produite par différentes espèces de Penicillium (P. verrucosum, 

P. viridicatum…) et d’Aspergillus (A. westerdijkiae…). Elle fait partie de la famille des 

ochratoxines qui compte une dizaine de molécules connues. L’espèce A. westerdijkiae produit 

l’OTA à une température optimale de 28°C alors que P. viridicatum par exemple, produit la 

mycotoxine entre 4 et 30°C. De ce fait, l’OTA est une toxine fongique que l’on retrouve dans 

les céréales des régions chaudes ou tempérées (Varga et al., 1996). 
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                       Figure 04. Structure chimique de l’ochratoxine A (OTA). 

5.1. Propriétés physico-chimiques  

L'OTA a été isolée pour la première fois à partir d'Aspergillus ochraceus en 1965 et a 

été identifiée dans les conditions naturelles, aux USA, en 1969, dans un échantillon de maïs. 

La formule brute de l'ochratoxine A est C2OH18ClNO6. 

L'OTA, de masse moléculaire de 403,8 g/mol est un acide organique faible. A pH 

acide ou neutre, elle est soluble dans les solvants organiques polaires et très peu soluble dans 

l'eau. A pH alcalin, elle devient soluble et stable en solution aqueuse. En raison de sa 

structure, l'OTA se révèle stable au stockage et résiste généralement aux procédés de 

transformation industriels. 

6. L’acide kojique 

Obtenu par un procédé de fermentation à l’aide de la souche Aspergillus oryzae, 

l’acide kojique est un bioactif largement utilisé dans les soins éclaircissants. Cette molécule 

pose actuellement des problèmes d’ordre toxicologique (puisqu’elle s’avère mutagène) ; le 

Japon a déjà interdit son emploi (Pharm, Nantes, 1999). 

La formule de l’acide kojique est  (C6H6O4 ; 5-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-4-pyrone) 

                                          

 

                                             

Figure 05. Formule de l’acide kojique 
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7. Les sclérotes 

Les sclérotes sont des structures produites  régulièrement par quelques espèces, variant en 

couleurs, la taille et la forme, se composant des cellules à parois épaisses. Ces organes de 

résistance permettant la survie du champignon dans les conditions défavorables. Les hyphes 

qui se trouvent en contact du milieu extérieur sont protégés contre les rayons UV grâce à leur 

coloration par des anthocyanes (Samson et al., 2014). 
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I. Matériel  

1. Souches de références 

       Les études du pouvoir producteur d’aflatoxines des isolats a nécessité l’utilisation d’une  

souche de référence: Aspergillus flavus NRLL62477, fournie par le Laboratoire de Biologie 

des Systèmes Microbiens (LBSM) de l’ENS de Kouba. 

2. Les isolats de champignons 

Un total de 170 isolats d’Aspergillus section Flavi qui ont été isolés à partir de divers 

aliment du bétail au niveau de laboratoire LBSM.  

Tableau 06.  Les souches sélectionnées à partir du l’aliment du bétail  

Les souches La matrice La région 

F12, F13, F14, F15, F16 ,  F17  Maïs, son de blé Blida 

F1, F11, T1 Aliment ponte Blida 

F5, F6, F7 Aliment croissance Blida 

F3 Granulé finition Merabouli (Tizi) 

A1 / F8 /m10, m11, m13 Tourteaux de soja Tipaza (Sidi Rached) 

A12, A14, A5, A6, A / F1, F18, F19, 

F20, F21, F22, F23, F24, F25 / m9 

Soja                      

                  

Soumaa (Blida) 

 

F4 Aliment farine finition Khemis khechna (bumerdes) 

F26, F27 , F28, F29, F30, F31, F32, 

F34, F35, F36 

Son de blé   Tipaza (Sidi Rached) 

F46, N1 Aliment ponte Httatba 

F40, F41, F42, F43, F44, F45 Tourteaux de soja   Httatba 

F37, F38, F39 Aliment granulé finition Bejaia 

F54, F55, F56, F57 / O1, O2,O3/ O1’ Aliment croissance Httatba 

F53 Son de blé   Guerouaw 

F52 Maïs en poudre Tipaza (Sidi Rached) 

F47, F48, F49, F50, F51 Aliment croissance Httatba 

F63, F64, F65, F66, F67, F68, F69, 

F70, F71 

Son de blé   Guerouaw 



Matériel et méthodes  

24 
 

Suite du tableau 06 : 

Les souches La matrice La région 

F62 Granulé de dinde Guerouaw 

F58, F59, F60, F61 Aliment ponte reproduction Httatba 

F72, F73, F74, F75, F76, F77, F78, 

F79, F80, F81, F82, F84, F85, F86 

Tourteaux de Soja Httatba 

T7 Maïs Tipaza 

F87, F88 /m5 Tourteaux de soja Guerouaw 

F89, F90, F91 / m1, m2, m3, m4 Granulé de dinde Guerouaw 

F96, F98, F99, F100 Aliment farine démarrage Bejaia 

F93, F94, F95 Aliment ponte Httatba 

F92 Finition farine Tipaza (Sidi Rached) 

A3 Aliment granulé finition Bejaia 

M6, M7, S7, S11, S17, S13, S10 ,C11 Maïs en poudre Soumaa     (Blida) 

PRS Poulet finition farine  Sétif 

CCBG1 Croissance chaire  Bejaia 

F10, F106 Aliment farine démarrage Bejaia 

Mbres Maïs Sétif 

JB9 Jaune bovin Kouba 

SBK4 Son de blé  Kouba 

Poussin Poussin  Bejaia 

BN2 Boivin  nekhela Chleff 

PBs Poulet finition farine  Sétif  

FDN3 Finition dinde nekhela Chleff 

K11, K15 Maïs Boudouaou 

 

K36, K37, K37’ , K48, K50, K54, K56, 

K71, Kx175, K86, K88, K89, K93, 

K96, K102, K103, K104, K108, K109, 

K112, K115, K118, K119, K128, K149, 

K151, K153, K200, Kx281, K246 

Maïs Khmisse elkhashna 
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II. MÉTHODES 

Le trie des souches d’Aspergillus section Flavi par apport a’ l’ensemble (300) fournis 

par le laboratoire. L’observation des colonies des champignons qui se sont développés se fait 

tout d’abord à l’œil nue puis à la loupe binoculaire dans le but de déterminer s’il s’agit d’un 

Aspergillus, d’un Penicillium, ou d’un autre genre en fonction de l’aspect morphologique. 

1. Repiquage des souches isolées  

Les souches ont été ensemencées sur le milieu Czapek à l’extrait de levure (CYA), 

puis repiquées sur le milieu Potato Dextrose Agar (PDA). L’incubation à eu lieu à 28 °C 

pendant 5 jours (Pane et al., 2011).  

2. Etude du pouvoir producteur d'aflatoxines  

Le criblage des isolats d'Aspergillus section Flavi producteurs d'aflatoxines est          

réalisé par détection de la fluorescence à 365 nm et par chromatographie sur couche 

mince (CCM) selon Calvo et al., (2004). 

2.1. Détection de la fluorescence sur milieu de culture  

Les souches fongiques sont ensemencées par point central (1 souche par boîte) sur 

le milieu gélosé à base d'extrait de noix de coco déchiqueté (CAM) (Davis et al., 1987), 

favorable à la production d'aflatoxines (Fente et al. ,2001), additionné de 0,3% de β3 

cyclodextrine qui permet d'améliorer nettement l'intensité de la fluorescence. La β3-

cyclodextrine et ses dérivés méthylés ont été utilisés par de nombreux auteurs (Franco et 

al.,1998; Chiavaro et al., 2001; Criseo et al., 2001; Fente et al., 2001 et Rojas et al., 2005) 

pour la détection des souches aflatoxinogènes. Dans le milieu CAM, les aflatoxines, 

combinées aux matières grasses de la noix de coco, donnent une fluorescence visible sous 

lumière U.V. (365 nm) surtout sur le revers de la colonie (Davis et al., 1987). En effet, 

après 48 à 72 h d'incubation à 28°C, les isolats producteurs d'aflatoxines B et G 

développent autour de la colonie une fluorescence bleue et verte respectivement, visibles 

sous la lumière U.V. (365 nm) et un revers de la colonie jaune orangé visible à la lumière 

du jour. 
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2 .2. Détection et confirmation de la production d’aflatoxine par chromatographie  

2.2.1. Extraction des aflatoxines du milieu de culture  

En vue d'une confirmation de la production des aflatoxines par CCM, les cultures des 

isolats sur milieu CAM ont subi une extraction au méthanol selon la méthode décrite par 

Calvo et al. (2004). Trois carottes de milieu colonisé par le mycélium sont découpées à 

l'aide d'un emporte pièce du centre vers la périphérie de la colonie, les carottes découpées 

sont pesées puis introduites dans des tubes eppendorf de 2 ml. L’extraction des 

aflatoxines est réalisée par l'addition d’un volume du méthanol est additionné à fin d’avoir 

un rapport de 1g /ml, toute en écrasant les morceaux de gélose afin de faciliter l'extraction. 

Après incubation pendant 1 heure à température ambiante et à l'abri de la lumière, le 

mélange est centrifugé pendant 15 minutes  à 12000 r.p.m puis le surnageant est aspiré à 

l'aide d'une micropipette puis transféré dans un autre tube eppendorf. Les extraits sont 

conservés à l'abri de la lumière et à une température de 4 °C pour une analyse ultérieure 

(Figure 6). 

 

Figure 06. Représentation schématique de la procédure expérimentale de l’extraction 

d’aflatoxine. 
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2.2.2. Détection des aflatoxines par Chromatographie sur couche mince  

Cette technique est très utilisée pour la révélation des aflatoxines. C'est la méthode 

chromatographique de séparation la plus simple. Les extraits sont spotés à raison de 25 ul par 

spots. Les plaques de gel de silice  ont été utilisées.   

La séparation ou développement est effectuée dans une cuve en verre fermée (20 x 20 cm), par 

le contact de la plaque avec la phase mobile contenant un composé toluène / acétate 

d’éthyle / acide formique (90%) (5:4:1, v/v/v)  et  (chloroforme / acétone 90 :10: v/v). 

a. Préparation des plaques  

21g de gel de silice G-60 sont mélangé avec 50 ml d'eau distiller, boucher et agiter 

énergiquement. Etaler à l'aide d'un étaloir réglé d'une manière à obtenir une couche uniforme 

de gel de silice de 0,25 mm d'épaisseur. Laisser sécher à l'air. Au moment de l'utilisation 

activer les plaques en les plaçant pendant une heure dans un four à 110°C.  

b. Dépôt des extraits à analyser  

 A l'aide d'une micro seringue, déposer un aliquote de 20 ul sur la plaque de CCM à 

2 cm du bord inférieur. Sur la même plaque plusieurs échantillons peuvent être 

spotés avec des intervalles de 1,5 à 2 cm. 

 Des standards, d'AFB1 et d'AFG1 sont spotés au même temps que les 

échantillons. 

 Pour éviter d'avoir de grosses taches sur la plaque, le volume à déposer est spoté 

délicatement à petites gouttes puis séchées à l'aide d'un sec cheveu. 

 Saturer la phase mobile pour éviter l'évaporation du solvant en utilisant une feuille de 

papier imbibée de la phase mobile sur la paroi de la cuve. 

 Déposer la plaque verticalement dans la cuve à chromatographie qui contient la phase 

mobile composée de toluène / acétate d’éthyle / 90 % d'acide formique (5:4:1, 

v/v/v) ; le solvant migre jusqu'à ce qu'il atteigne la ligne limite du bord supérieur. 

  Retirer la plaque de la cuve et la laisser sécher à température ambiante pendant 

15 minutes sous une Sorbonne. 

L'observation des plaques sous UV (à 365nm) permet de visualiser l'aflatoxine B sous 

forme d'une tache bleue avec un Rf = 0,42, l'aflatoxine G tache verte avec un Rf= 0,34. La 
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quantité d'aflatoxine peut être estimée en comparant l'intensité de la tache par rapport à 

un standard dont la concentration en aflatoxine est connue. 

 3. Production d'acide cyclopiazonique (CPA)  

3.1. Culture et extraction de CPA 

           La production  de  l'acide  cyclopiazonique (CPA) est réalisée sur milieu CYA   selon la méthode décrite  

par  Pildain et  al. (2004) après 14 jours d'incubation, l’extraction de CPA est effectuée avec la même méthode 

utilisée  pour l’extraction des aflatoxine. 

3.2. Détection de l'acide cyclopiazonique par CCM  

Un volume de 20 ul d'une  solution  standard  de  CPA et  de chaque extrait à analyser, sont spotés sur 

des plaques de gel de silice. Le système  de  solvant  de  développement  utilisé  est  l'acétate  d'éthyle/ 2-

propanol / hydroxyde  d'ammonium (40: 30: 20)  (V :V :V) (Fernandez Pinto et al., 2001). Après migration, le 

CPA est visualisé sous la lumière du jour après pulvérisation  des  plaques  par  le  réactif d'Ehrlich (1 g de 

4-diméthyle aminobenzaldéhyde dans 75 ml d'éthanol et 25 ml d'HCL concentré). 

(fernández pinto et al., 2001). Le CPA est détecté sous forme de tache violette avec un Rf de 

0,6. 

4. Caractérisation morphologique des isolats  

4.1. Préparation de l’inoculum  

La suspension de spores de chaque souche d’Aspergillus section Flavi est obtenue à 

partir d’une culture sur milieu PDA incubée pendant 7 jours à 28°C. À l'aide d'une anse de 

platine stérile, la surface de la gélose est légèrement gratté puis mettre les spores dans des 

tubes  eppendorf  de  2ml  contenant une solution d’agar stérile  à 0,2 % et Tween 80  à 0,05 %. Et 

conservé  à 4°C pour une utilisation ultérieure. 

Les boîtes de Pétri contenant les milieux de cultures différents sont ensemencées en 

déposant 1 μl de la suspension de spore en trois points  par boîte.  
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4.2. Méthodes d'ensemencement 

La technique de Pitt est choisie (Pitt et al., 1997) 

- Les Cinque milieux utilisés pour l'identification sont MEA (Malt Extract Agar) et G25N 

(25% Glycérol Nitrate Agar), CY20S (CYA with 20% sucrose agar), AFAP à 25°C et CYA 

(Czapek Yeast Extract Agar) à 25, 37 et 42 °C. 

 

 

Figure 07. Schéma de culture des isolats fongiques (souche 1 et 2) Destinés à leur 

identification. 

 

            Généralement les boîtes de Pétri (90-100 Millimètres de diamètre) sont utilisées sauf 

lorsque l’incubation a lieu à 42°C on utilise alors des boîtes plus petites, de 50-60 millimètres 

de diamètre (Figure 07). La durée de culture est de 7 jours. 

Les boîtes incubées à 37°C et 42°C doivent être enfermées dans des boites en plastique 

pour empêcher l’évaporation, donc l’assèchement du milieu (Pitt et Hocking, 2009).  

 

5. Examen des cultures  

Pour toutes les cultures obtenues après 7 jours, l'identification est fondée sur la 

technique de Pitt selon les caractéristiques suivantes (Pitt et al., 1997). 

5.1. Diamètres de colonie et caractère culturaux 

 On mesure les diamètres des colonies macroscopiques en millimètres sur le fond de la 

boite. 

La procédure d’identification des moisissures implique l’étude des caractères suivants : 

-vitesse de croissance ; 

42°c

C 



Matériel et méthodes  

30 
 

-texture de thalle (laineux ; velouté….) ; 

-couleur de thalle (pigmentation de mycélium ; couleur des conidies) ; 

-couleur de revers de la culture et présence d’un pigment diffusible ; 

-Exsudat (gouttelettes transpirées  par le mycélium aérien) (Diba et al., 2007).  

 

Figure 08.Technique pour mesurer des diamètres de colonie par la lumière                                 

transmise (pitt et Hocking 2009). 

5.2. Caractères morphologiques 

La croissance ou la germination microscopique à 28°C est exécuté avec un microscope 

de marque motic avec le champ, le contraste de phase et le systeme optique lumineux de DIC. 

Un appareil-photo d’Axio cam ERc5s a été monté sur le microscope pour la 

photomicrographie avec logiciel ZEIN. En microscopie à faible grossissement (10 - 40x), en 

utilisant deux techniques :  

5.2.1. Prélèvement direct avec ruban Adhésif  

Un morceau de ruban adhésif transparent d'environ 3 cm est appliqué délicatement sur 

la colonie à l’aide d’une pince, pour assurer une bonne adhésion on passe la pousse sur le 

ruban adhésif de manière à obtenir l'empreinte de la colonie. Le ruban est ensuite placé sur 

une lame en verre qui sera utilisée pour une observation microscopique.  

Cette technique permet aux spores et au mycélium d’adhérer à la surface du scotch ce 

qui nous permet de les identifiées directement au microscope photonique. Dans le cas d’une 

lecture directe au microscope, les spores de morphologie caractéristique peuvent être 

identifiées sans équivoque (Alternaria, Cladosporium, Stachybotrys…), alors que les spores 

de faibles diamètres et présentant des ornementations sommaires ne peuvent être différenciées 

(Penicillium, Aspergillus). 
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5.2.2. Préparation de la microculture 

Décrite par Haris (Haris C, 1989), la technique de micro-culture consiste à inoculer les 

spores des moisissures sur une lame menée de petit carré de milieu MEA  et les recouvrir par 

une lamelle. L’ensemble est conditionné dans une  boite de Pétrie en verre  et humide puis 

incubé à 28±2°C pendant 3 à 5 jours. Après incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le 

mycélium sont transférées sur d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de 

lactophénol. Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements ×10, ×40 et 

×100 (figure 9). 

 6. Milieu de montage et colorants  

Le matériel fongique est observé en milieu liquide, entre lame et lamelle. L'eau 

convient généralement très bien au montage des préparations, mais provoque un gonflement 

des structures et modifie leurs dimensions et s'évapore rapidement.  L'alcool est plus 

satisfaisant mais aussi très volatil.  

Le lactophénol d'Amann donne de très bons résultats. Il ne provoque ni contraction, ni 

gonflement des cellules ; peu volatil, il permet une bonne conservation des préparations. 

 

Figure 09. Technique de micro culture 

7. Production de sclérotes  

La production des sclérotes par les Aspergillus section Flavi (caractère taxonomique 

important) est réalisée selon la méthode utilisée par de nombreux auteurs (Novas et Cabral, 

2002; Pildain et al., 2004; Abbas et al., 2006). Elle consiste à cultiver les isolats à tester sur 

milieu gélosé Czapek Yeast agar (CYA) à 30°C pendant 21 jours à l’abri de la lumière.  Une 

fois produits sur la surface du milieu de culture, les sclérotes sont obtenus en versant 10 ml 
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d’eau distillée par boîte de Pétri. Après grattage de la surface de la culture et filtration de son 

contenu, un rinçage à l’eau du robinet est effectué. Les sclérotes sont récupérés et séchés à 

l’air libre puis examinés au microscope photonique motic (GX10). Afin d’établir leurs 

morphotypes, les sclérotes ont été déposés sur une lame et lamelle puis observer sous 

microscope optique leur diamètre à été estimé. Le morphotype « L » produit des sclérotes de 

taille comprise généralement entre 500 μm et 800 μm. Par contre le morphotype « S » produit 

des sclérotes de taille inférieure, allant de 200 à 300 μm (figure10).

 

 

                                              Figure 10. Obtention des sclérotes   

 

8. Conservation des souches fongiques isolées  

La conservation des souches d’Aspergillus section Flavi est faites dans une solution de 

glycérol à 30 % (agar 0,5 g/l et Tween 80 0,5 g/l), qui est stockée à -20°C.  

La méthode de conservation des souches la plus communément utilisée  la plus simple, 

consiste à repiquer les souches en tube sur gélose inclinée de PDA (Botton et al., 1990), les 

cultures sont maintenues pendant 7 jours à 28°C, puis elles sont stockées à 4°C pour favoriser 

leur viabilité et limiter les possibilités de variations (Botton et al., 1990). 
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I. Résultats  

 Cette étude a été réalisée dans le but d’identifier la microflore fongique qui contamine 

divers aliments du bétail. Au cours de notre analyse mycologique, nous nous sommes 

intéressés à la recherche et l’identification des espèces d’Aspergillus section Flavi, étant 

réputées d’être les principaux producteurs de mycotoxines, en particulier, de l’aflatoxine, 

l’acide cyclopiazonique, l’ochratoxine A (OTA) ainsi que l’acide aspergillique. 

Dans un premier temps, une sélection des souches d’Aspergillus section Flavi  a été réalisée 

parmi les 300 souches isolées auparavant (Zahi et Brahmi, 2016),  en se basant sur des critères 

morphologiques et la production des aflatoxines et d’OTA. Par la suite, 170 souches ont été 

choisies pour une étude ultérieure, qui consiste à analyser leur capacité à produire l’acide 

cyclopyazonique (CPA), l’acide aspergillique et de confirmer leur capacité à produire les 

aflatoxines (AFs) et l’ochratoxine A (OTA). Enfin une étude macro et  micromorphologique a 

été effectuée. 

1. Identification des isolats  

Les principales espèces fongiques identifiées au cours de cette étude sont les espèces 

d’Aspergillus section Flavi. L’identification de différentes espèces de moisissures passe par leur 

description morphologique, macroscopique et microscopique. L’étude macroscopique prend en 

compte les caractéristiques du thalle (couleur, texture). Par contre au niveau micromorphologique 

les caractéristiques étudiées sont celles des cellules conidiogènes (phialides et métules), des 

conidies (taille, ornementation externe et couleur).Cinq milieux  de culture diférents ont été 

utilisés (MEA, GN25, CY20s et AFPA à 25°C et CYA à trois température différentes  25°C, 

37et 42 °C). 

Les principales espèces ou groupes d’espèces isolées de ce genre sont: A. flavus, A. 

parasiticus, A. nomius, A. pseudotamarii, A. tamarii, A. alliaceus, A. oryzae et A. sojae. Les 

espèces de la section Flavi présentent des têtes conidiennes de couleur jaune-vert à brun, 

assez peu étendues et denses, avec des sclérotes brun foncé ou jaune. Au microscope : têtes 

conidiennes, unisériées ou bisériées, reparties en plusieurs chaines de spores mal 

individualisées, jaunâtres au début, puis vert-jaune foncé, conidiophores hyalins verruqueux, 

vésicules sub-globuleuses, conidies globuleuses rondes et rugueuses. 

2. Etude du pouvoir producteur d’aflatoxines par les isolats d’Aspergillus section Flavi 

Nous avons étudié le pouvoir producteur d’aflatoxine de 170 souches appartenant à la 

section Flavi isolées des échantillons du divers aliment du bétail (maïs, tourteaux de soja, son 

du blé, aliment farine). Le screening des souches aflatoxinogènes par la fluorescence sous 
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U.V sur milieu à base d’extrait de noix de coco (CAM) a révélé un taux de production de 

67,64%  et  la CCM a révélé un taux légèrement supérieur qui est 68,82%. 

  La détection de la production d’aflatoxines par visualisation de la fluorescence sur 

milieu CAM est aussi performante que la détection par CCM. En effet, les deux méthodes ont 

révélé des pourcentages de production assez  proches. Seuls 6 isolats faiblement producteurs 

s’avèrent être de faux négatifs sur milieu CAM. On note que la majorité des isolats produisent 

l’aflatoxine B, et certains produisent l’aflatoxine B et G (résultat montré par le test de CCM). 

On a noté que toutes les souches ayant montré une fluorescence sur milieu CAM se sont 

avérés aflatoxinogènes sur CCM et l’intensité de ce dernier est liée à la concentration des 

mycotoxines produites par la souche. Ainsi, lorsqu’un isolat est hautement producteur, une 

fluorescence des aflatoxines est visible après trois jours d’incubation, alors qu’un isolat 

faiblement producteur n’émet une fluorescence qu’après 6 - 7 jours d’incubation. L’analyse 

par CCM nous a permis de détecter une production d’aflatoxines chez 6 souches faiblement 

productrices. 

Cette différence indique que la détection de la production d’aflatoxines sur milieux CAM 

n’est efficace que lorsqu’on a affaire à des isolats qui produisent une quantité d’aflatoxine 

plus ou moins élevée. Dans le cas contraire le passage par des méthodes chromatographiques 

comme la CCM est nécessaire afin d’apporter des résultats supplémentaires. En effet (Abarca 

et al, 1988) ont montré que l’absence de fluorescence ne signifie pas forcement l’absence de 

production d’aflatoxine.  

La production des mycotoxines par les champignons est une conséquence combinée de la 

propriété génétique de la souche et de son environnement (Blumenthal, 2004), et dans une 

seule et même espèce, des différences de niveaux de production peuvent être observées 

(Vining, 1990). 

La fluorescence des aflatoxines sur milieu de culture est illustrée par la (figure 11). 
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Figure 11. Mise en évidence par fluorescence sous lumière U.V. (365 nm) de la production 

des AFs par Aspergillus section Flavi sur milieu à base d’extrait de noix de coco (CAM). 

 

La détection par chromatographie sur couche mince (CCM) a démontré une forte fréquence 

des isolats fortement producteurs d’AFBs (+++) avec un taux de 28,23 % et les isolats 

moyennement producteurs (++)  représentent un taux de 21,76 ℅, ainsi les isolats faiblement 

(+) et très faiblement producteurs (±) d’aflatoxine B représentent un taux de 14,11% et 3,52% 

respectivement, le reste des isolats (32 ,35%.) sont négatifs, la révélation sur CCM est 

illustrée par la (figure 12). 

 

 

Figure 12. Mise en évidence par fluorescence bleue sous lumière U.V (365 nm) de la 

production des AFs par Aspergillus section Flavis sur CCM. 

Ces résultats montrent que le test de CCM est très sensible par rapport à la détection des 

aflatoxines sur le milieu CAM.  Les résultats de la production d’aflatoxines (B1 et B2) par les 

isolats de la section Flavi et leurs intensités de la fluorescence sont montré dans la figure13. 
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Fortement producteur                                   Très Faiblement producteur 

Moyennement producteur                           Non producteur 

Faiblement producteur 

 

Figure 13. Fréquence des isolats aflatoxinogènes d’Aspergillus section Flavi déterminée par 

visualisation de la fluorescence des AFBs par CCM. 

 

3. Production de l'acide cyclopiazonique (CPA)  

En vue d'une caractérisation chimio-taxonomique, les 170 isolats ont été analysés pour 

leur pouvoir producteur de CPA, cette dernière est produite par quatre espèces d'Aspergillus 

aflatoxinogènes qui sont: A. flavus, A. pseudotamarii, A .minisclerotigenus et A. 

parvisclerotigenus. Les résultats ont révélé que 151 isolats (88,82%) sur 170 isolats produisent 

le CPA, et 19 isolats (11,17%) sont négatifs. 

4. Production des sclérotes  

Sur les 170 isolats d'Aspergillus section Flavi isolés du divers aliment du bétail, 

115 se sont révélé des producteurs des AFs. Parmi ces isolats producteurs : 33 isolats 

(28,44%) producteurs de sclérotes de  type « L » (>400 µm) (figure14). 
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Figure 14. Des sclérotes type large observé sous microscope GX10 chez les isolats 

d’Aspergillus section Flavi. 

5. Etude du pouvoir producteur d’ochratoxine A  

Les résultats obtenus montrent qu’une seule souche testée sur milieu CYA présente un 

pouvoir ochratoxinogène détectable sur CCM. La seule espèce de la section Flavi 

d’Aspergillus qui produit ce type de mycotoxine est Aspergillus alliaceus. 

 

6. Détermination des espèces selon le chimio-morphotype 

Les 170 isolats d’Aspergillus section Flavi étudiés ont montré une diversité de point de vue 

morphologique et chimiotypique. Ces isolats ont été classés dans 3 morphotype et 7 groupes 

(phénotypes) en fonction de leur profil toxigénique (production d’aflatoxine de CPA, d’OTA) la 

capacité à produire l’acide aspergillique et les sclérotes (Rodrigues et al., 2011) (Tableau 7). 

Chaque groupe contient plusieurs espèces qui partagent certains de ces caractères. 

 

Tableau 7. Réparation des 170 isolats selon le chimio-morphotype. 

 

Morphotype Groupe 

(phéno-

type) 

Chemotype 

AFB     AFG      CPA 

Acide 

aspergillique 

sclérotes Nombre 

d’isolats 

% 

A. flavus I  

 

- - - Orange  8(+) et 

5(-) 

13 7,64 

II - - + Orange,  

crème 

12(+) et 

4(-) 

16 9,41 

III + - + Orange 33(+) et 

69(-) 

102 60  
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Suite de tableau 7 

Morphotype Groupe 

(phéno-

type) 

Chemotype 

AFB     AFG      CPA 

Acide 

aspergillique 

sclérotes Nombre 

d’isolats 

% 

A. tamarii IV 

 

- - + Marron 

foncée 

- 
26 15,29 

V + - + Marron - 
7 4,11 

A. 

parasiticus 

VI + - - Orange - 
3 1,76 

VII + + - Orange - 
3 1,76 

 

       + = présence et - = absence 

 

 Le morphotype d’A. flavus contient 131 isolats soit (77 %) est caractérisé par des 

colonies ayant des couleurs vert jaunâtre et ne produit pas l’AFG. 

Le phénotype I est constitué de 13 isolats (7,64%) ayant la morphologie présentée dans la 

figure 15.  Ces souches ne produits ni le CPA ni les aflatoxines. Elles partagent des caractères 

macromorphologiques mentionnés dans le (tableau 8). L’ensemble des souches ont montré 

des conidies lisses ; de couleur vert foncé, avec des diamètres entre 3 et 5 µm et des sclérotes 

en cas de présence avec un diamètre supérieur à 400 µm (type L) (tableau 9). 

Sur les 13 isolats, 8 produisent les sclérotes, ce qui représente 4,70 % du total des souches 

d’Aspergillus section Flavi analysées. Parmi ces isolats, une souche produit l’ochratoxine A, 

ce qui nous permis de la rattachée à A. alliaceus (Frisvad et al., 2004), (Figure 16).   
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a: Aspect macroscopique               b: Aspect microscopique (G X40). 

Figure 15. Aspect macroscopique et microscopique de phénotype I d’Aspergillus flavus sur 

milieu MEA après 7 jours d’incubation à 25°C. 

 

 

Figure 16. Aspergillus alliaceus sur milieu CYA après 7 jours incubation à 25°C. 

 

Les 7 autres isolats peuvent être rattachés aux espèces A. avenaceus et A. leporis qui ne 

peuvent pas être séparées par les caractéristiques étudiées. Les espèces A. caelatus et P. 

albertensis  sont proche de ces isolats sauf que la première présente un revers marron sur 

milieu AFPA et la deuxième a la capacité de produire l’OTA, ce qui est différent de nos 

isolats. 

Le reste des isolats de ce groupe (5/13; 2,94%) ne produisent pas des sclérotes. Ces souches 

se distinguent par des colonies de couleur vert blanchâtre  avec l’apparition de couleur orange 

sur milieu AFPA (Figure17). D’après les caractères morphologique et physiologique, ces 

souches seraient rattachées à  Aspergillus sojae (Frisvad et al., 2004). 
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                     a : Surface  b : rêver  

Figure 17. Aspergillus flavus sur milieu AFPA après 7 jours d’incubation à 28 ºC. 

 

Tableau 8.  Caractères culturaux de phénotype I d’Aspergillus flavus. 

Groupes  Nombres 

d’isolats  

Milieu

x 

Tempé

rature 

(°C) 

Diamèt

re 

(mm) 

Surface Revers 

Aspergillus 

flavus I 

13 CYA 25 49 - 51 Blanche Beige claire 

CYA 37 

44 - 66 

Verte foncée au 

périphérique et des 

touffes blanches au 

centre 

Beige 

jaunâtre 

CYA 42 

31- 37 

Verte olive, 

bordure blanc sale 

radiée et touffe au 

milieu (poudreuse) 

Beige foncé 

 

Tableau 9. Caractère microscopique de phénotype I d’Aspergillus flavus. 

 

Le phénotype II est constitué de 16 isolats (9,41 %) qui se caractérise par une couleur vert 

claire à vert foncé (figure 18) avec parfois présence d’exsudat et un revers beige, le diamètre 

des colonies varie entre 25 et 58 mm (tableau 10).  Ces souches produisent le CPA mais pas 

les aflatoxines. Les conidies sont lisses ; de couleur vert foncé, avec des diamètres entre 3 et 

4µm (tableau 11). 

souches  milieu  

texture 

de 

conidie  sériation  

Couleur de 

conidie  

Diamètre de 

conidie (µm) 

diamètre de 

vésicule (µm)  

sclérote 

diamètre 

(µm) 

Souche 

représentative 

de phénotype  

I CYA Lisse Unisérié Vert foncée 3,04 - 4,95 25 - 33 

 400- 

1000 
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Sur les 16 isolats, 12 produisent des sclérotes de type L qui varie entre 500 - 800 µm 

(tableau11), ce qui représente 7 % du total des souches d’Aspergillus section Flavi analysées. 

D’après ces caractères morphologique et physiologique, ces souches seraient rattachées à 

Aspergillus flavus sous réserve d’être complété par une  étude moléculaire qui permit de 

mieux statuer  la position taxonomique de ces isolats.   

 

 

a: Aspect macroscopique                            b: Aspect microscopique (G X40). 

 

Figure 18. Aspect macroscopique et microscopique de phénotype II d’Aspergillus flavus sur 

milieu CYA après 7 jours incubation à 25°C. 

 

Le reste des isolats de ce groupe (4/16; 2,35%) ne produisent pas des sclérotes. Ces souches 

forme des colonies duveteuses à poudreuses, d’abord de couleur blanche, puis jaune, à vert-

jaunâtre. Le revers peut être incolore ou jaunâtre (Figure 19) avec l’apparition de couleur 

crème  sur milieu AFPA. Ce qui nous permis de  rattachées  ces souches à Aspergillus oryzae 

(Frisvad et al., 2004). 
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Figure 19. Aspect macroscopique d’Aspergillus oryzae sur milieu CYA après 7 jours 

incubation à 25°C. 

 

Tableau 10.  Caractères culturaux de phénotype  II d’Aspergillus flavus 

Groupes  Nombres 

d’isolats  

milieux température 

(°C) 

Diamètre 

(mm) 

Surface Revers 

Aspergillus 

flavus 

phénotype 

II  

 

16 CYA 25 41 - 52 Vert grisâtre 

au centre, 

blanc et vert à 

la périphérie + 

exsudat 

Beige claire 

verdâtre plein 

de sclérotes 

CYA 42 25 - 35 Touffe blanche 

avec des 

rayures Crème 

 

Tableau11.  Caractère microscopique de phénotype II d’Aspergillus flavus 

 

Le phénotype III est constitué de 102 isolats (60%) qui se caractérise par un thalle vert jaune à 

vert olive, floconneux, dense vers le centre et lâche en périphérie (figure 20a). Sur milieu Malt 

Agar (MEA), les A. flavus forment des colonies granuleuses montrant un revers beige jaunâtre à 

beige verdâtre (tableau12). Sur milieu Aspergillus flavus parasiticus Agar (AFPA), un revers 

Souches  Milieu  

Texture 

de 

conidie  Sériation  

Couleur de 

conidie  

Diamètre de 

conidie (µm) 

Diamètre de 

vésicule 

(µm)  

Sclérote 

diamètre 

(µm) 

Souche 

représentative 

de  phénotype 

II  

 MEA Lisse Bisériées Vert foncée  3,21 - 4,12 33 - 35 Absents 
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orange caractéristique est observé. Les têtes aspergillaires ont une vésicule sphérique (18 à 51μm 

de diamètre), uni ou bisériées, donnant des phialides verdâtres à disposition radiaire (figure 20b). 

Les conidies sont lisses ou rugueuses (échinulées) et mesurent 2 ,95 à 4,75µm de diamètre. Les 

sclérotes sont parfois produites, sur les 102 isolats, 33 produisent les sclérotes de type L, ce qui 

représente 19,41%, souvent brunes à noires. Le reste des isolats de ce groupe (69/102;40,58 %) 

ne produisent pas des sclérotes, (tableau13). Ces souches produits le CPA et les aflatoxines.  

 

  

                     a: Aspect macroscopique                        b: Aspect microscopique (G X40) 

Figure 20. Aspect macroscopique et microscopique de phénotype III d’Aspergillus flavus sur 

milieu CYA après 7 jours incubation à 37°C. 

 

 

D’après ces caractères morphologique et physiologique, ces souches sont  rattachées à 

Aspergillus flavus (samson, 2004). 

 

Tableau 12.  Caractères culturaux de phénotype  III d’Aspergillus flavus 

 

Groupes  Nombres 

d’isolats  

Milieux Températur

e (°C) 

Diamètre 

(mm) 

Surface Revers 

Aspergillus 

flavus  

phénotype 

III  

102 CYA 25 

49 - 55 

Verte avec 

petites touffes 

blanches + 

exsudat Beige verdâtre 

CYA 42 

20 - 40 

Vert olive 

grisâtre blanc 

sale des 

radiées   

Marron avec 

des rieurs bien 

sérés 
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Tableau 13.  Caractère microscopique de phénotype III d’Aspergillus flavus 

 

Le morphotype d’A. tamarii constitué de 33 isolats (19,41%) est caractérisé par des conidies 

rugueuses, un mycélium d’aspect poudreux et de couleur vert olive tirant sur le brun (vert 

kaki) caractéristique d’A. tamarii et A. pseudotamarii. En plus, ces isolats ne poussent pas à 

42 C°, caractère qui les distingue également des autres espèces d’Aspergillus section Flavi 

(Ehrlich et al., 2007).  

Le phénotype IV est constitué de 26  isolats (15,29 %) ayant la morphologie présentée dans la 

(figure 21).  Ces souches produisant le CPA mais pas l’aflatoxine de type B. Elles partagent 

des caractères macromorphologiques mentionnés dans le (tableau14). 

L’ensemble des souches ont montré des conidies échinulées ; de couleur marron foncée, avec 

des diamètres entre 5 et 6 µm (tableau15). 

  

a: Aspect macroscopique                                          b: Aspect microscopique (G X40). 

Figure 21. Aspect macroscopique et microscopique de phénotype IV d’Aspergillus tamarii 

sur milieu CYA après 7 jours incubation à 25°C. 

Tous les isolats ne produisent pas des sclérotes. Ces souches se distinguent par des colonies 

de couleur marron foncée (Figure 21) avec l’apparition de couleur marron foncée  sur milieu 

Souches  Milieu  

Texture de 

conidie  Sériation  

Couleur 

de 

conidie  

Diamètre 

de 

conidie 

(µm) 

Diamètre 

de 

vésicule 

(µm)  

Sclérote 

diamètre 

(µm) 

Souche 

représentative 

de  

phénotype III  CYA Rugueuses /lisse 

Unisérié / 

bisérié 

Vert 

foncée 2,91 -3,95 18 - 51 400-700 



Résultats et discussion 

 

46 
 

AFPA avec une texture granuleuse et par leur incapacité à croitre à 42°C. D’après les 

caractères morphologique et physiologique, ces souches seraient rattachées à à A. tamarii (Pitt 

et Hocking, 1997). 

Tableau 14.  Caractères culturaux de phénotype IV d’Aspergillus tamarii. 

Groupes  Nombres 

d’isolats  

Milieu

x 

Températu

re (°C) 

Diamètr

e (mm) 

Revers Surface 

Aspergillus 

tamarii 

phénotype 

IV 

25 CYA 37 48 Vert olive 

marron 

Verte foncée olive 

 

Tableau 15.  Caractère microscopique de phénotype IV d’Aspergillus tamarii. 

Souches  Milieu  

Texture 

de conidie  Sériation  

Couleur de 

conidie  

Diamètre 

de 

conidie 

(µm) 

Diamètre 

de 

vésicule 

(µm)  

Sclérote 

diamètre 

(µm) 

Souche 

représentative 

phénotype IV CYA Echinulées Unisériées  

Marron 

foncée 5,28 58,92 Absente  

 

 

Le phénotype V est constitué de 7 isolats (411%) qui ont les caractéristiques morphologique 

et physiologique  proche d’A. tamarii. Ces souches produisent l’aflatoxine de type B et le 

CPA et seraient rattachées à A. pseudotamarii (Pitt et Hocking, 1997), elles partagent des 

caractères macromorphologiques mentionnés dans le (tableau16). L’ensemble des souches ont 

montré des conidies rugueuses; de couleur marron, avec des diamètres entre 6 et 7µm 

(tableau17). 

Tous les isolats ne produisent pas des sclérotes. Ces souches se distinguent par des colonies 

de couleur marron avec l’apparition de couleur marron  sur milieu AFPA avec une texture 

granuleuse et par leur incapacité à croitre à 42°C. 

Tableau 16.  Caractères culturaux de phénotype V d’Aspergillus pseudotamarii 

Groupes  Nombres 

d’isolats  

Milieux Températur

e (°C) 

Diamètre 

(mm) 

Surface Revers 

Aspergillus

pseudotam 

rii 

phénotype 

V 

7 CYA 25 39 Marron Marron 

CYA 37 53 

Marron Marron 
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Tableau 17. Caractère microscopique de phénotype V d’Aspergillus pseudotamarii 

 

Souches  Milieu  

Texture 

de conidie  Seriation 

Couleur 

de 

conidie  

Diamètre 

de 

conidie 

(µm) 

Diamètre 

de 

vésicule 

(µm)  

Sclérote 

diamètre 

(µm) 

 Souche représentative 

de phénotype V CYA Rugueuses Bisériées 

Marron 

foncée 6,66 51,904 Absente  

 

Le morphotype d’A. parasiticus renferme 6 isolats sur les 170 (3,52%) ayant la couleur vert 

foncée avec absence de sclérotes et qui n’ont pas la capacité de produire le CPA, 3 produisent 

les 4 AFs, et les 3 autres  produisent l’AFB seulement. 

Le phénotype VI est constitué de 3 isolats (1,76%) qui se caractérise par un thalle vert jaune 

sombre, floconneux et des colonies granuleuses et denses (figure 22).  Ces souches produit 

l’aflatoxines B et ne produits pas l’aflatoxines G. Le diamètre des colonies varie selon les 

milieux de culture mentionné dans le tableau18. L’ensemble des souches ont montré des têtes 

aspergillaires  majoritairement unisériées caractérisées par des vésicules sphériques de 20-46 

μm de diamètre, portant des conidies rugueuses  de couleur vert foncé, avec des diamètres 

entre de 4-5μm ce qui la diffère parfois d’A. flavus caractérisée par des conidies plus petites 

ces isolats ne produisent pas les sclérotes (tableau 19). 

 

a: Aspect macroscopique                                                   b: Aspect microscopique (G X40). 

Figure 22. Aspect macroscopique et microscopique de phénotype VI d’Aspergillus 

parasiticus sur milieux MEA après 7 jours incubation à 25°C. 

Ces souches se distinguent par des colonies de couleur verte foncée (Figure 22) avec 

l’apparition de couleur orange sur milieu AFPA. D’après ces caractères morphologique et 

physiologique, ces souches seraient rattachées à A. parasiticus. 
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Tableau 18.  Caractères culturaux de phénotype VI d’Aspergillus parasiticus 

 

Groupes  Nombres 

d’isolats  

Milieu

x 

Températu

re (°C) 

Diamètr

e (mm) 

Revers Surface 

A. parasiticus 

phénotype VI 

3 CYA 37 45 - 57 Beige 

verdâtre 

Vert 

CYA 42 25 - 34 Beige 

verdâtre 

Vert une touffe 

grisâtre radiée bien 

série, bordure 

jaunâtre 

 

Tableau 19.  Caractère microscopique de phénotype VI d’Aspergillus parasiticus 

 

Souches  Milieu  

Texture 

de conidie  Sériation 

Couleur 

de 

conidie  

Diamètre 

de 

conidie 

(µm) 

Diamètre 

de 

vésicule 

(µm)  

Sclérote 

diamètre 

(µm) 

Souche représentative 

de phénotype VI CYA Rugueuses Unisériées 

Vert 

foncée 3,68-4,72  20-23 Absente  

 

Le phénotype VII est constitué de 3 isolats (1,76%).  Ces souches produit l’aflatoxine B et G 

mais ne produits pas le CPA ni les sclérotes, avec  l’apparition de couleur orange sur milieu 

AFPA. Ces souches sont caractérisées par leur incapacité à croitre à 42°C, d’après ces 

caractères morphologique et physiologique, ces souche sont rattachée à A. nomius (Kurtzman 

et al.,1987; Peterson et al., 2000). 

 

II. Discussion 

 Notre travail nous a permis de répartir nos souches de champignons selon les 

chimiomorphotypes identifiés en  7 groupes distincts qui sont ceux des espèces d'Aspergillus 

section Flavi. 

Parmi ces groupes d’isolats, le groupe   III  est le plus fréquent et représente plus de la moitié 

des Aspergillus Flavi testés. La dominance de cette catégorie d’A. flavus a été évoqué par 

(Razzaghi-Abyaneh et al.,2006) lors d’une étude sur les Aspergillus Flavi contaminant les 

sols des cultures de maïs en Iran. D’après de nombreux auteurs, Les différences dans la 

distribution géographique du groupe d’A. flavus est le résultat d’une pression de sélection 

exercée par une multitude de facteurs environnementaux (Horn et al., 1996; Pildain et al., 

2004). Ainsi, la température, les conditions culturales, la lumière du jour, les précédents 
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culturaux, l’incidence des insectes et la pluviométrie peuvent influencer les populations d’A. 

flavus (Orum et al., 1997). Ces facteurs et d’autres microclimats peuvent être différents d’une 

région à l’autre (Cotty, 1999). 

Presque la majorité des isolats aflatoxinogènes (110 isolats)  produisent le CPA avec présence 

ou non de sclérotes de type « L ». Selon (Samson et al.,2004), cette catégorie d'isolats 

appartiendrait vraisemblablement à A. flavus (groupe  III). Nos résultats ont révélé que le 

pouvoir producteur d'AFs varié considérablement d'un isolat à l'autre. Il est connu qu'A. 

flavus produit généralement les aflatoxines de type B et l'acide cyclopiazonique (CPA), mais 

cette production est extrêmement variable (Richard et al.,1992; Horn et Dorner, 1999). En effet, 

on peut rencontrer une large gamme d'isolats allant de très fortement producteurs au non 

producteurs d'AFs (Horn et al.,1996). De nombreux auteurs soulignent une corrélation positive 

entre la production d'AFs de type B et la production de CPA. Ainsi, Pildain et al. (2008) 

soulignent que le CPA est produit non seulement chez les souches productrices d'aflatoxine B 

comme A. flavus et occasionnellement chez A. pseudotamarii mais aussi chez A. 

minisclerotigenes et A. parvisclerotigenus productrices des deux types d'AFs (AFB et AFG). 

Aspergillus flavus, A. parasiticus et A. nomius sont les espèces productrices 

d’aflatoxines les plus communes. Ces deux dernières espèces produisent les aflatoxines B et 

G (Dorner et al., 1984; Kurtzman et al., 1987; Horn et al., 1996; Klich, 2007). Trois de nos 

isolats  produisent l’aflatoxine de type G ce qui suggère la présence  d’A. parasiticus parmi 

ceux-ci. D’après (Ehrlich et al., 2007), A. nomius, A. tamarii et A. pseudotamarii ne poussent 

pas à 42°C. Nos isolats  ne poussent pas à cette température ce qui suggère la présence d’A. 

tamarii, d’A. pseudotamarii et A. nomius producteur et non producteur d’aflatoxines dans les 

échantillons analysés. Ces résultats laissent penser que les populations aflatoxinogènes 

contaminant le maïs  sont dominées par A. flavus. Selon de nombreux auteurs (Giorni et 

al.,2007; Razzaghi-Abyaneh et al., 2006) les espèces productrices d’aflatoxines (A. flavus, A. 

parasiticus, A. nomius, A. parvisclerotigenus, A. bombycis et A. pseudotamarii) sont très 

proches du point de vue phénotypique et phylogénique et la variation de leur pouvoir 

aflatoxinogène est le résultats de leur interaction avec leur environnement (activité de l’eau, 

humidité, température...). D’autre part Cary et Ehrlich (2006) ont indiqué que l’absence de 

production d’aflatoxine chez certains isolats d’Aspergillus flavus peut être expliquée par 

l’instabilité de la voie de biosynthèse des aflatoxine chez ces moisissures.  

Nos résultats indiquent que tous les échantillons analysés sont susceptibles d’être contaminé 

par les Aspergillus section Flavi. 
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On a aussi remarqué que tous les Aspergillus flavus aflatoxinogènes produisent le CPA. 

D’Après Samson et al, (2004) ces souches appartiendraient au groupe des A. flavus . Cette co-

production de ces deux mycotoxines (AFB, CPA) a été observée par de nombreux auteurs 

(Martins et Martins, 1999; Heperkan et Karbancioglu-Güler, 2009). D’autre part 13 de nos 

isolats ne produisent pas l’AFB, l’AFG et le CPA simultanément, avec la production des 

sclérotes de type L. Ce profil est généralement lié à la production de sclérotes de types S, qui 

sont observés chez les espèces d’A. minisclerotigenes (Pildain et al.,2008). On peut donc 

conclure que cette espèce n’est pas présente dans nos échantillons. Ce phénotype a été déjà 

isolé à partir des arachides par (Barros et al.,2006) et (Pildain et al., 2004).  

L’une des caractéristiques distinctives des Aspergillus flavus est la production de 

sclérotes. En fonction de la taille des sclérotes les Aspergillus flavus sont subdivisés en deux 

morphotypes, (les isolats type S et type L). Les isolats L produisent des sclérotes de diamètre 

supérieur à 400 μm, alors que les isolats type S forment des sclérotes de diamètre inférieur à 

400 μm. Les isolats appartenant au type L produisent l’AFB uniquement et les types S 

peuvent produire l’aflatoxine B et G (Chang et al., 2001; Novas et Cabral, 2002).  

Plusieurs auteurs ont tenté d'établir un lien entre le pouvoir aflatoxinogène et la 

production de sclérotes, mais les données publiées jusqu'à présent restent contradictoires. 

Certains auteurs ont constaté l’existence d’une relation entre la production élevée d'aflatoxine 

et la présence de petits sclérotes (type S) (Chang et al.,2001; Novas et Cabral, 2002; Pildain et 

al., 2004), tandis que d’autres ont indiqué l’absence de cette corrélation (Giorni et al., 2007; 

Razzaghi-Abyaneh et al., 2006). 

Dans notre travail, l’ensemble des Aspergillus flavus aflatoxinogènes isolés ont montré 

un potentiel de production de mycotoxines très variable. 64,69 % des isolats d’Aspergillus 

flavus avaient un pouvoir producteur très élevé malgré l’absence de sclérote S. Parallèlement 

19,41% de nos isolats aflatoxinogènes producteurs de sclérotes ont été classés comme isolats 

moyennement producteurs. Ceci prouve une absence de corrélation entre la présence de 

sclérote et la production d’aflatoxine. D’après Klich (2007), la présence de sclérotes en soi ne 

semble pas être liée à la production d'aflatoxine, cependant la présence de petits sclérotes 

semble corrélée avec la production élevée d'aflatoxine. Dans notre cas aucune conclusion ne  

ne peut être tirée quant à la présence de sclérotes de type S puisque aucun de ce type d’isolats 

n’a été retrouvé parmi nos échantillons.  

La distribution de ces deux types de sclérote peut être liée aux facteurs environnementaux. Au 

Kenya par exemple Probst et al (2005) ont observé une dominance des isolats type S alors que 
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d’autres études effectuées aux USA par (Horn et Dorner, 1998) montrent que le type L est le 

morphotype le plus dominant. En Algérie les travaux de Riba et al. (2010) ont révélé la 

dominance des isolats type L, nos résultats corroborent avec ces derniers, puisque les isolats 

d’Aspergillus flavus ont produits des sclérotes de type L uniquement, et aucune souches n’a 

produit de sclérote type S.  
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Conclusion  

L’évaluation du niveau de contamination par les champignons toxinogènes est 

important, car elle permet de fournir des informations aussi bien sur la qualité des produits 

alimentaires que d’éventuelle présence de mycotoxines. Beaucoup d'intérêt est accordé à la 

détection des espèces d'Aspergillus section Flavi responsables de la contamination par les AFs 

des divers aliments de bétail. Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes particulièrement 

intéressés à étudier les espèces d’Aspergillus section Flavi de point de vu taxonomique et 

production des aflatxines dans les  divers aliments de bétail.  

Les isolats aflatoxinogènes d’Aspergillus section Flavi ont montré une grande 

diversité du point de vue morphologique et chimiotypique. Ces isolats sont classés en trois 

morphotype différents, le morphotype A. flavus (77%), suivé par le morphotype d’Aspergillus 

tamarii (17,05%) et le  morphotype A. parasiticus (3,52%) ce qui montre une diversité dans 

les Apergillus qui contaminent l’aliment de bétail. Cette diversité a été remarquée aussi au 

niveau des phénotypes identifié dans chaque morphotype.  

La mise en évidence du pouvoir producteur d’AFs par détection de la fluorescence sur 

milieux de culture à base d’extrait de noix de coco, a permis de montrer que cette technique, 

qui présente l’avantage d’être simple et moins coûteuse, est aussi performante que la détection 

par CCM. Ainsi, on peut préconiser l’utilisation du milieu à l’extrait de noix de coco comme 

méthode rapide de détection des isolats producteurs d’AFs tout en tenant compte du seuil de 

détection.  

Nos résultats ont montré que les AFs ont été détectés dans les échantillons d’origine et 

de sources différentes. Mais il est généralement admis que plus le taux initial de la 

contamination par des espèces toxinogènes est important, plus les risques d’imprégnations 

toxiques sont élevés. 

Il serait intéressant, en perspective, d’effectuer les travaux suivants: 

 

 Dosage par HPLC de tous les extraits afin de déterminer d’une manière plus précise le 

potentiel aflatoxinogène et ochratoxinogènes des souches isolées en vu de compléter 

la caractérisation morphologique 

 Compléter l’identification morphologique et chimique par une identification 

moléculaire ;  
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 Enfin il est indispensable d’élargir l’étude sur d’autres matrices alimentaires et 

d’autres régions d’Algérie afin de disposer d’avantage de renseignements sur ce type 

de contamination.  
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ANNEXES 

 



 
 

                                                             ANNEXE I 

1. Produits chimiques  

           Les solvants: acétonitrile (C2H3N), chloroforme (CHC13), acide chlorhydrique (HC1) à 

37%, le méthanol (CH3OH), éthanol (C2H5OH), propanol-2 (C3H7OH), acétate d'ethyle, acétone, 

hydroxyde d'ammonium, toluène, acide formique à 90 %., réactif d'Ehrlich  , 

2. Les appareils  

Les appareils utilisés dans cette étude sont écrites dans  le tableau suivant : 

Tableau 01. Les appareils utilisés. 

Appareil Marque 

Agitateur  Yellow, line 

Autoclave  / 

Micro-onde KINWOOD 

Balance  KERN, ABJ 

UV radiation   CN-6, vilber lourmat 

Centrifugeuse  SIGMA 

Micro-seringue  HAMILTON (THE MEASURE OF EXCELLENCE) 

- Agitateur orbital  

 

Heidolph unimax 2010. 

- Bain-marie  
(Bioblock Scientific, Polystat I ref. 33194 220 V). 

Lampe UV (254 nm; 365 nm                      /               

- Microscope optique  (Motic) 

- Etuves (Héraeus). Memmert 

- Balance de précision  

 

(OSI, M-220 D, Drnver Instrument). 

- Mixeur  

 

(Type 418, Braun, Spain). 

-Micropipette                       /               

                                                                   

 

 

 



 
 

ANNEXE II 

3. Milieux de culture  

   

 Les milieux de cultures utilisés pour la production des aflatoxines et de l’acide 

cyclopiazonique (CPA), l’ochratoxine A sont les suivants: 

Milieu à base d'extrait de noix de coco gélosé (Coconut Agar Medium) (Davis et al., 1987) 

 Cent grammes (100 g) de la noix de coco déchiquetée sont homogénéisés pendant 5 

minutes avec 300 ml d'eau distillée portée à ébullition. Le mélange est filtrée à 1 'aide du 

tissu en mousseline. Le pH final est ajusté à 7 avec une solution de NaOH 2N. Le filtrat 

est additionné de 20 g d'agar puis complété à 1000 ml par l'eau distillée. 3g de 13- 

cyclodextrine 03-cyd) sont ajoutés à un litre de milieu 

Czapek Yeast Autolysate agar (CYA) (Pitt, 1979) 

Czapek concentrate …………………………………………….10 ml 

Sucrose ………………………………………………………….30 g 

Yeast extract (Difco) ……………………………………………..5 g 

K2HPO4 ………………………………………………………….1 g 

CuSO4/5H2O ………………………………………………..0,005 g 

ZnSO4/7H2O………………………………………………… 0,01 g 

Agar ……………………………………………………………20 g 

dH2O……………………………………………………… 1000 ml 

Le milieu CYA est utilisé aussi pour l’identification morphologique. 

 

 Milieu utilisé pour la conservation : 

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar) (Raper et Fennell, 1965) 

Pomme de terre (macération 500 ml de filtrat)……………… 200 g 

Sucrose……………………………………………………….. 10 g 

Agar …………………………………………………………..15 g 

Eau distillée…………………………………………………1000 ml 

 

 



 
 

 Les milieux de cultures utilisés pour l’identification morphologique de principales 

espèces fongiques sont : 

CYA with 20% sucrose agar (CY20s) (Klich, 2002) 

Czapek concentrate …………………………………….10 ml 

Sucrose …………………………………………………200 g 

Yeast extract (Difco)………………………………………5 g 

K2HPO4 …………………………………………………..1 g 

CuSO4/5H2O…………………………………………0,005 g 

ZnSO4/7H2O………………………………………….0, 01 g 

Agar…………………………………………………….20 g 

dH2O ………………………………………………….1000 ml 

Blakeslee's Malt extract agar (MEAbl, Blakeslee 1915) 

Malt extract (Oxoid) …………………………………..20 g 

Peptone (Oxoid) ………………………………………..1 g 

Glucose ………………………………………………..20 g 

CuSO4/5H2O ………………………………………….0,005 g 

ZnSO4/7H2O………………………………………….. 0, 01 g 

Agar ……………………………………………………20 g 

dH2O …………………………………………………..1000 ml 

Malt Extract Agar (MEA) (Atoui) 

Extrait de Malt………………. 20 g 

Glucose………………….........20 g 

Peptone………………….........20 g 

Agar…………………………. 15 g 

Eau distillée…………………. qsp : 1L 

Milieu G25N (25 %Glycérol Nitrate Agar) 

KH2PO4………………………………………………… 0,75 g 

Czapek Concentre………………………………………..7, 5 ml 

Extrait de levure…………………………………………..3,7 g 

glycerol …………………………………………………...250 g 

Agar ………………………………………………………12 g 

Eau distillée……………………………………………….750 ml 

 

 



 
 

Milieu AFPA (Milieu Selectif pour A. flavus et A. parasiticus) (Pitt et al., 1983) 

Extrait de levure ……………………………………………20 g 

Peptone……………………………………………………...10 g 

Citrate ferrique ammoniacal ………………………………...0, 5 g 

chloramphenicol …………………………………………….0, 1 g 

Dichloran solution ethaolique à ……………………………..0, 2% 1 ml 

Agar …………………………………………………………15 g 

Eau distillée …………………………………………………1000ml 

 Pour l’observation microscopique en utilisant : 

Lactophenol 

Phénol pur cristallisé ……………………………………….20 g 

Acide lactique………………………………………………20 ml 

Glycérol pur ………………………………………………..20 ml 

Eau distillée ………………………………………………..40 ml 

N.B. Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage durant 15 min à 120°C. 

 

Figure 01. Représentation schématique de la procédure expérimentale de l’extraction 

d’aflatoxine. 



 
 

 


