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Résumé

Les maladies d’origine alimentaire constituent a I’heure actuelle I’un des problémes de
sant¢ publique les plus répandus a I’échelle internationale. Ces maladies sont causées par
divers agents en particulier les microorganismes pathogenes. En plus des virus et des bactéries
pathogenes, les champignons toxinogénes constituent un danger réel pour la santé de I’homme
et de l’animale par la sécrétion de substances hautement toxiques au cours de leur
prolifération dans les aliments d’origine végétale ou animale. Le but de ce travail cadre
I’approche problématique de la présence des moisissures sur les céréales et leur contamination
éventuelle en mycotoxines. Les céréales occupent une importance sociale, économique et
nutritionnelle pour la population.

De ce fait, nous réalisation une étude mycologique et mycotoxicologique comparative sur
le blé tendre et dure local stocké et le biofilm dans Coopératives des céréales et des légumes
sec (CCLS) de la région de Saida. Les résultats des différentes analyses mycologiques,
montrent faible contamination de nos échantillons avec un taux plus élevé pour les
échantillons de blé tendre (30%) et beaucoup plus de biofilm (55%) et pour le blé dur (15%).
les principaux genres fongiques identifiés dans les échantillons analysés son : Aspergillus,
Penicillium, et Fusarium, le genres le plus dominant est Aspergillus avec un pourcentage
(18%) suivi par penicillium (13%) et en dernier genre Fusarium avec un pourcentage de
contamination (8%) dans la région de la wilaya de Saida .

Cela nécessite la mise en place de bonnes pratiques agricoles et d’hygiene rigoureuses,
avec pour objectif de réduire de maniére significative la contamination, garantissant ainsi un

produit de qualité sanitaire optimale et sécurisé pour le consommateur algérien.

Mots clés : Blé tendre, BIé dur, Microorganismes, Stockage, Mycotoxines, Moisissures.



Abstract :

Foodborne diseases currently constitute one of the most widespread public health issues
globally. These diseases are caused by various agents, particularly pathogenic
microorganisms. In addition to pathogenic viruses and bacteria, toxinogenic fungi pose a real
danger to human and animal health by secreting highly toxic substances during their
proliferation in plant or animal origin foods. The aim of this study is to address the problem of
mold presence on cereals and their potential contamination with mycotoxins. Cereals are of

social, economic, and nutritional importance to the population.

Therefore, we conducted a comparative mycological and mycotoxicological study on local
soft and hard wheat stored and the biofilm in the Cooperative of Cereals and Legumes
(CCLS) in the Saida region. The results of various mycological analyses showed low
contamination levels in our samples, with higher rates observed in soft wheat samples (30%)
and significantly higher in biofilm (55%) compared to hard wheat (15%). The main fungal
genera identified in the analyzed samples were Aspergillus, Penicillium, and Fusarium, with
Aspergillus being the dominant genus (18%), followed by Penicillium (13%) and Fusarium
(8%) in the Saida region.

This occurrence was not very frequent across all samples and does not necessarily indicate

poor storage conditions.

This requires implementing rigorous agricultural and hygiene best practices, aiming to
significantly reduce contamination, thereby ensuring a product of optimal sanitary quality that

is safe for Algerian consumers.

Keywords: Soft wheat, Hard wheat, Microorganisms, Storage, Mycotoxins, Molds.
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Introduction Générale

Introduction Génale

Les grains de céréales sont cruciaux pour lI'alimentation humaine et animale en raison de
leur valeur nutritionnelle élevée. Cependant, la production annuelle ne suffit pas a couvrir la
consommation continue tout au long de I'année, ce qui rend le stockage indispensable.
Malheureusement, divers agents tels que les vertébres, les insectes, les moisissures et les
acariens provoquent la détérioration des récoltes de céréales, entrainant des pertes mondiales
estimees entre 5 et 10% en raison des moisissures et de leurs métabolites secondaires. (Pfohl-
Leszkowicz , 1999).

Parmi les céréales, le blé occupe une place de choix dans 1’alimentation des populations
algériennes (Merabti, 2015 ; Fellahi, 2017)

Les moisissures sont des agents de détérioration significatifs en raison de leur capacité
a croitre sur divers substrats, facilitée par leur large arsenal enzymatique. Elles peuvent altérer
la qualite technologique des grains, notamment en réduisant le taux de gluten, et affecter la
qualité sanitaire en produisant des allergénes et des agents toxiques responsables
d'intoxications graves chez les humains et les animaux. Cela entraine une réduction de la
valeur nutritionnelle, des altérations sensorielles et des implications économiques importantes,
comme les colts associés a la détoxification des grains contaminés ou le rejet des produits
affectés (Gacem ,2012).

Les techniques traditionnelles pour la transformation et la conservation de blé sont
encore utilisées. Ces pratiques sont des conditions optimales pour le développement des
moisissures pathogénes : ce qui constitue un sérieux probléme pour la santé humaine
(Buissony et al., 2008).

Les champignons toxinogenes posent un grave risque pour la santé humaine et animale
en produisant des substances hautement toxiques appelées mycotoxines. Ces toxines sont
sécretées pendant la prolifération des champignons dans les aliments d'origine végétale ou
animale, et leur ingestion peut entrainer des intoxications aigués ou chroniques. Ces effets
néfastes soulignent l'importance de surveiller et de contréler les contaminations par les
mycotoxines pour prévenir les risques pour la santé publiqgue et animale.
Les mycotoxines, un groupe de substances toxiques produites par environ 200 variétés de
champignons toxinogénes, sont répandues dans une large gamme de produits alimentaires. A
I'échelle internationale, plus de 400 mycotoxines ont été identifiées a ce jour. Leur présence
dans les aliments peut constituer un risque pour la santé humaine et animale, nécessitant une

surveillance et des mesures de contréle rigoureuses pour minimiser leur impact sur la sécurité
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alimentaire. .Les plus inquiétantes sont : les aflatoxines (AFs), | Ochratoxine A (OTA), les
trichothéceénes, la zéaralénone, les fumonisine, la patuline, les alcaloides de I’ergot et la
citrinine (Ismail A, 2019 ; Kebede et al., 2020).

Pour limiter autant que possible la présence des mycotoxines dans I'alimentation, il est
crucial de prévenir le developpement des moisissures a toutes les étapes de la production et de
la transformation des aliments. Cela inclut un contréle rigoureux de I'hnumidité et de la
température pendant le stockage des récoltes, car ces conditions favorisent la croissance des
moisissures productrices de mycotoxines. Les mycotoxines sont des composeés trés stables qui
peuvent résister a de nombreux procédés de préparation et de transformation des aliments.
Méme lorsque la moisissure responsable de leur production n'est plus visible, les mycotoxines
peuvent persister. Cela souligne l'importance de mettre en place des mesures préventives
solides pour minimiser la contamination par les moisissures des le début de la chaine
alimentaire.

L’objectif de ce travail est basé essentiellement sur 1’isolement, la purification et
I’identification des moisissures a partir des graines de deux types de blé (Triticumaestivum),
(Triticumdurum) stockés et 1’évaluation de sa contamination par les champignons toxiques.
La principale question de recherche auxquelles nous avons voulu répondre est

= Quelle est la flore fongique potentiellement productrice de mycotoxines isolée a partir
des grains de blé?

Pour répondre a ces questions, le présent travail est structuré en trois parties distinctes

= Dans la premiére chapitre intitulé « Généraliteés sur le blé.

= Le deuxiéme chapitre, est consacré pour la partie expérimentale, Parlez-nous des
champignons filamenteux, de leurs caractéristiques et de certains types des
moisissures.

= Le troisieme chapitre est consacré une étude mycotoxicologie

w Le quatrieme chapitre de notre étude, illustre le matériel et les méthodes utilisés ainsi
que les résultats obtenus

w=  Enfin, une conclusion finale, qui récapitule notre étude et met en valeur les principaux

résultats obtenus avec quelques perspectives
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Chapitre I : Genéralité sur le blé

I.1Histoire et d'origine de blé

L’histoire du blé commence il y a 500.000 ans, avec la cueillette de graminées sauvages.
Puis, vient le temps de la domestication, il y a 10.000 ans environ. L’homme cultive les
premicres céréales qu’il a repérées, issues de croisements spontanés entre graminées
sauvages. Parmi ces céréales cultivées : I’engrain et I’amidonnier. C’est un récit captivant de
la facon dont la sélection humaine a faconné I'évolution du blé. La rencontre entre
I'amidonnier et I'Aegilops squarrosa pour former le Triticumaestivum, ainsi que I'évolution
ultérieure vers les blés tendres et durs, illustre I'ingéniosité de I'agriculture et son impact sur la

diversité des cultures céréaliéres. (Asmaa, B. R.,et al 2021).

1.2 Définition du ble

« Blé » est un terme générique qui désigne plusieurs céréales appartenant au genre
Triticum. Ce sont des plantes annuelles de la famille des graminées ou Poacées, cultivées dans
de tres nombreux pays. Le terme blé désigne également le grain (caryopse) produit par ces
plantes.

Le blé occupe une place centrale dans I'alimentation humaine, surtout dans les régions
occidentales et au Moyen-Orient. Sa récolte mondiale importante et sa forte consommation en
font lI'une des céréales les plus essentielles pour I'humanité, aux cotés du mais et du riz. La
domestication du blé a partir d'une graminée sauvage dans le Proche-Orient souligne son
importance historique et culturelle. (GHANMI et al 2022)
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1.3 Taxonomie du BIlé
--La classification botanique de cette plante est la suivante :

Tableaux 01 : La classification botanique

Classification classique Classification phylogénétique
Régne Plantae Ordre Poales
Sous —regne Tracheobionata Famille Poaceae
Division Magnoliophyta Espéces de range inférieur
Classe Liliopsida = Triticumaestivum <Triticumaethiopicum
o = Triticumararaticum *Triticumboeoticum
Sous Classe Commelinidae
= TriticumcarthilicumeTriticumcompactum
Ordre Cyperales = Triticumdicoccoides * Triticumdicoccon
Famille Poaceae = Triticumdurum *Triticumispahanicum
. . = Triticumkaramyschevii *Triticummacha
Sous —Famille Pooideae )
= Triticummilitinae * Triticummonococcum
= Triticumpolonicum *Triticumsinskajae
Tribu Triticeae = Triticumspelta *Triticumsphaerococcum

= TriticumTimopheevii *Triticumturanicum

I.4 Caractéristiques

Longueur : 129 mm

Longueur : 129 mm

Epaisseur : 4 a5 mm
Poids : 30 a 50 mg

Le grain de blé présente sur sa face dorsale un germe a 1’extrémité inférieure et la « brosse » a
’autre extrémité, et sur sa face ventrale un sillon longitudinal courant sur toute la longueur du

grain.

Photo 01 : grain de blé présente on face
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1.5 Structure et composition du grain de blé

e Structure

Sillon

Albumen
amylacé
Albumen | Couche a
aleurone

Bande hyaline

Testa

Couches

. Cellules tubulaires périphériques

’q__ Cellules croisées

Péricarpe externe

Scutellum ———

Embryon

embryonnaire

Figure 01 : Structure et composition du grain de blé (Guide-silo).

= Composition histologique du grain de blé

Le grain de blé est de forme ovoide plus ou moins allongée, son examen révele : -une
face dorsale plus ou moins bombée. -une face ventrale, comportant un sillon profond. — a sa
partie supérieure, de courts poils forment la brosse. — a sa partie inférieure, le germe est
visible sur la face dorsale. C'est intéressant de voir a quel point le grain de blé peut varier en
forme et en couleur en fonction de différents facteurs tels que le sol, la culture et le climat.
Ces variations ajoutent a la richesse et a la diversité des variétés de blé cultivées dans le
monde. (Leslie Jacquemin, 2012).
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Tableau 02 : La constitution biochimique du grain du blé (Hacini, 2014).

Composition macromolécules (éléments majeurs)

Composition micromolécules ( élément mineurs )

Les protéines : 10-15%, soit structurale ou
fonctionnaire, simple ou complexe, contient
certains acides aminés nécessaires tels que
tryptophane, méthionine, lysine et thréonine. Le
gluténines et les gliadines forment 80- 95% des
protéines du grain du blé, le tout donne un
gluten, le reste donne l'albumen et la globuline
(protéine soluble).

Les glucides : généralement ils sont complexes
tels que I'amidon & 70% L'amidon est un
polysaccharide essentiel grace a son pouvoir
fixateur d'eau et son pouvoir gélifiant. Les
lipides : 2%, localisés au niveau du germe et en
assise protéique.

Eau: Toujours présent, dans certaines situations,
il dépasse certains seuils, ce qui permet l'attaque

fongique

Pigments et vitamines : les pigments sont des
complexes chimiques, localisés au niveau du
germe et du péricarpe. Des fois, ils sont liés
aux vitamines (pigments caroténoides).

Les enzymes : sont des composés complexes
a tres faible quantité, ils causent la
transformation de substrats, on citera :
amylases, lipases, protéase et lipoxydases.

Les minéraux : (<0.4%) ils se trouvent a
faible quantité sur la couche extérieure du
germe (Zinc, calcium, magnésium,
manganeése, potassium, fer, cuivre, sulfate). lls
sont liés ou sous forme des sels, avec des
concentrations inégales dans les différentes

parties du grain du blé

1.6 Déférant type des bleés

Oui, le blé est en effet I'une des cultures les plus anciennes et importantes au monde. Les

céréales, comme le blé, constituent une part essentielle de I'alimentation humaine, fournissant

des glucides, des protéines et d'autres éléments nutritifs importants. Et la distinction entre le

blé tendre et le blé dur est cruciale dans de nombreuses applications culinaires
1.6.1 Ble tendre

Le blé tendre (Triticumaestivum), ou blé panifiable, est de loin de plus cultivé. 1l se

caractérise par une forte teneur en protéines et en gluten, et par un albumen de texture plus ou

moins dure. Ses Débouchés sont :

20% vers la meunerie (fabrication du pain, des patisseries et des biscuits)

20% vers ’amidonnerie
10% vers ’alimentation animale

50% exportée.
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Photo 02 : Blé Tendre

1.6.2 BIé dur
Le blé dur (Triticum Durum) ou blé pastifiable est connu pour sa dureté, sa forte

teneur en protéines, sa couleur jaune intense, son golt de noisette et ses excellentes qualités
de cuisson. 25 a 30 millions de tonnes de blé dur sont produites chaque année, soit 4 % de la

production mondiale de blé.

Photo 03 : BIlé dur
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Tableau 03 : Différences entre un blé tendre et un blé dur (Aidani, 2015).

Caractere Blé tendre Blé dur

= 2génomes AetB

= 3génome ABetD . 2n=28=2x (2x7)

Aspect génétigue
pectd a = 2n =42= 3x(2x7)

Prédominance De I’amidon Des protéines

Feuilles large

Aspectdela | = Feuilles trés étroite * Maturation tres longue

plante = Maturation rapide . Mc_)lsson tardive exigeante du
point de vue sol et climat.

= Texture opaque » Texture vitreuse
Forme = Structure de I'amande

farineuse

= Obtention de la semoule a partir
o = Obtention de la farine utilisée de laquelle on fabrique de la
Utilisation dans la fabrication du pain et galette, du couscous et des pates
des biscuites alimentaires

1.7 Les utilisations des graines du blé
La céréale du blé est cultivée principalement pour son grain, mais également pour sa

paille, utilisée comme litiére, fumier et alimentation. Elle est aussi souvent cultivée pour la
récolte en vert (en épis) (Moule, 1971).

La majorité des utilisations du blé concerne 1’alimentation humaine et animale. Dans
I’alimentation humaine, le blé dur est destiné a la biscuiterie, a la fabrication de semoule et de
pates. Le blé tendre, quant a lui, est principalement utilisé en meunerie pour obtenir de la
farine nécessaire a la production de pain, de viennoiseries et de patisseries.

En dehors de ces usages traditionnels, de nouvelles applications industrielles du blé
ont émergé ces derniéeres années, comme la fabrication de bioplastiques a base de gluten ou
d’amidon. Ces bioplastiques, utilisés pour des sacs plastiques, des plastiques agricoles, des
emballages et certains produits d’hygiene, sont biodégradables et renouvelables, offrant un
avantage sur leurs homologues d’origine fossile. L’amidonnerie, le troisiéme secteur
valorisant le blé en France, utilise I’amidon pour fabriquer des épaississants alimentaires.

L’amidon a également de multiples usages dans I’industrie chimique, par exemple
dans la pharmacie ou il sert de dragéifiant, de liant ou de principe actif tel que le sorbitol.
L’amidon transformé est aussi employé dans la fabrication de papier, de carton et de
détergents. De plus, I’amidon de blé tendre est utilisé depuis plusieurs années comme matiére

premiere pour la fabrication de biocarburants (Debiton, 2010).
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1.8 Germination
1.8.1. Définition

La germination est le premier stade du cycle de vie des plantes pour produire une
nouvelle génération (Aya et al, 2011).

La germination est le processus par lequel une graine, une semence, une spore ou une
endospore commence a se développer pour former une cellule végeétative lorsque les
conditions environnementales sont favorables. Cela implique souvent I'absorption d'eau par la
graine, suivie de la croissance et de la division cellulaires pour former une jeune plante
1.8.2. Morphologie de la germination

La germination commence par l'imbibition d'eau par la graine, ce qui la fait gonfler.
Ensuite, le tégument se fend et la radicule émerge, se dirigeant vers le sol grace a un
géotropisme positif, également appelé gravitropisme .Ensuite, la tige émerge et s'allonge vers
le haut. Les téguments de la graine se desséchent et tombent. Ce processus marque le début de
la croissance de la plante a partir de la graine (Meyer et al, 2004)

1.8.3 Physiologie de la germination

Pendant la germination, la graine se réhydrate et utilise de I'oxygéne pour oxyder ses
réserves afin de fournir I'énergie nécessaire a la croissance. La perméabilité du tégument et le
contact avec les particules du sol influent sur I'absorption d'eau et la pénétration de I'oxygéne.
Les réserves de la graine, sous forme de nutriments divers, sont ensuite digérées pour fournir
les substances nécessaires a la croissance de la jeune plante (Meyer et al, 2004)
1.9 Conditions de la germination
1.9.1. Conditions internes

Plusieurs causes peuvent empécher la germination des graines méme dans des conditions
optimales. La dormance de I'embryon et les inhibitions de germination sont deux facteurs
possibles. La dormance peut étre due a des facteurs internes ou externes a la graine, tandis que
les inhibitions de germination peuvent résulter de conditions environnementales inappropriées
ou de la présence de substances inhibitrices. Pour que la germination soit reussie, les graines
doivent étre vivantes, mares, aptes a germer (non dormantes) et en bonne santé (Djennde et
Attalaoui ,2019).

1.9.2. Conditions externes
La graine exige la réunion des conditions extérieures favorables a savoir 1’eau,

I’oxygene, la température et la lumiere.
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1.10 Stockage du blé

C'est une pratique essentielle pour garantir la sécurité alimentaire et assurer la

disponibilité de semences pour la prochaine saison de plantation. Le stockage adéquat des
grains est crucial pour préserver leur qualité et leur valeur nutritive, ainsi que pour garantir
des récoltes futures reussies. Les silos offrent un moyen efficace de stocker les grains tout en
préservant leur qualité pour une utilisation ultérieure comme semences (Druvefors, 2004).
Plus le taux d'humidité du grain a la récolte est éleve, plus les conditions de croissance
microbienne sont favorables (Molinie et al., 2005).

Le but de la conservation est de maintenir I'intégrité des principales qualités des grains
par des méthodes appropriées, qui ne peuvent pas étre améliorées pendant le stockage. C'est
intéressant de voir comment les premiers systemes de stockage étaient basés sur des
matériaux naturels disponibles localement, comme les roseaux, l'argile et la paille. Ces
méthodes traditionnelles ont sans aucun doute été innovantes pour leur époque, mais les silos
modernes offrent maintenant des avantages supplémentaires en termes de préservation et de

gestion des récoltes (Druvefors, 2004).

Photo 04 : Coopérative des Céréales et des Légumes Sec (CCLS) de Saida

1.10.1 - Stockage traditionnel du blé en Algérie

Les agriculteurs algériens conservent principalement les produits de leurs champs
d'orge et de blé dans les hauts plateaux, en les creusant avec de l'argile, qui est appelée «
Matour » ou stockée dans des sacs en toile de jute. Dans divers endroits, entrepbts ou hangars.
L'humidité excessive et les infiltrations d'eau sont les principaux inconvénients de ce mode de
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stockage, qui favorise la croissance des moisissures et la fermentation bactérienne.
Aujourd'hui, les silos permettent de stocker différents types de céréales en méme temps. Ce
sont des enceintes cylindriques en béton armé ou en acier inoxydable.

L'utilisation de silos réduit le travail, augmente la zone de stockage et élimine l'utilisation de
sacs colteux (Gacem, 2011).

1.11 Modes de stockage :

Le stockage des graines est crucial pour assurer leur conservation. Les systémes
traditionnels de stockage se sont développés en fonction des ressources locales disponibles, et
ils varient en fonction des régions et des cultures. Cette adaptation aux conditions locales est
essentielle pour garantir I'efficacité et la durabilité du stockage des récoltes (Kossou & Aho,
1993).

Les conditions d'entreposage jouent un role crucial dans la préservation des graines, car
des conditions inadéquates peuvent entrainer la germination et la croissance de moisissures.
Eviter la ré-humidification des graines et le chauffage biologique est essentiel pour maintenir
leur qualité. Comme vous l'avez mentionné, il existe une grande diversité de méthodes de
stockage, chacune adaptée aux besoins et aux ressources disponibles localement.

Cette diversité reflete I'ingéniosité des agriculteurs dans la préservation de leurs récoltes.
(Multon, 1982). Les céréales sont stockées a plusieurs endroits, et cela en fonction des
besoins. Généralement on distingue deux infrastructures de stockage : traditionnelles dans les
greniers pour les petits producteurs et celles modernes dans les magasins pour les grands

producteurs.

Photo 05 : Représente les silos de stockage.
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1.11.1 Le stockage dans des silos souterrains :

La description que vous donnez illustre parfaitement les méthodes traditionnelles de
stockage utilisées par les agriculteurs algériens, en particulier sur les hauts plateaux. Ces
enceintes creusées, appelées "Elmatmoura”, étaient souvent construites dans des zones séches
a partir de sols argileux, offrant ainsi un moyen rudimentaire mais efficace de stocker les
récoltes. Bien que cette technique soit considérée comme archaique, elle peut encore étre
utilisée dans certaines régions isolées ou les ressources et les infrastructures modernes sont
limitées. (Doumaindji A et al, 1989)

Photo 06 : représente un silo souterrain de stockage

»= Avantage

Ce mode de stockage est intéressant du fait de sa relative facilitée de construction, de son
faible colt, de sa bonne isolation thermique, de la protection gu'il apporte contre les attaques
de rongeurs, de la diminution de l'activité des insectes et de la protection contre une
infestation grace a I'étanchéité relative a l'aire qui réduit les échanges gazeux avec I’extérieur.
» Lesinconvenients

Les inconvénients Les principaux inconvénients de ce type de stockage sont : La difficulté
a vider la fosse, les dommages causés par I'humidité et la condensation d'eau, ainsi que la
possibilité de prolifération de champignons en surface, ce qui peut réduire la concentration en
oxygéne de l'atmosphére interstitielle et affecter la conservation du reste du stock.
(SHEJBAL J., et BAISLAMBERT JN, 1982).
1.11.2 Stockage en sac :

Est une méthode courante pour conserver les grains, utilisant des sacs en toile de jute

ou en polypropyléne, souvent de maniére temporaire. Lorsque les locaux de grande capacité
sont saturés en raison d'une forte production, des hangars et des magasins annexes sont

utilisés pour entreposer les sacs supplémentaires. (Doumaindji A et al, 1989).
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Photo 07: représente le stockage en sac
= Avantage :

Le stockage en sac presente I'avantage d'utiliser des batiments existants, et les sacs de jute
favorisent une bonne aération des grains, ce qui contribue a leur conservation.(Matouk, S.
2019).
= Les inconveénients :

D’aprés (CRYZ et all, 1988) le stockage en sac présente quelques inconvénients majeurs,
notamment la faible isolation des sacs contre I'numidité, la température et les déprédateurs,
ainsi que la nécessité d'une main-d'ecuvre qualifiée et importante, ce qui peut augmenter les
colts. De plus, les opérations de chargement et de déchargement peuvent étre difficiles
1.11.3 Stockage en vrac (courte durée)
le stockage en tas dans des hangars ouverts a charpente métallique expose les grains a
différents risques. Les contaminations restent possibles en raison des espaces entre les murs et
le toit, permettant le passage des nuisibles tels que les souris, les rats, les oiseaux et les
insectes. De plus, l'influence des intempéries demeure, favorisant le développement de
moisissures et de bactéries, ce qui peut compromettre la qualité des grains stockés.
(DOUMAINDJI et al, 2003).

Photo 08 : représente le stockage en vrac
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La topographie des lieux est essentielle pour le stockage des grains, qu'il soit en vrac ou
en sac. Il est préférable d'éviter les zones basses et inondables, en privilégiant les points hauts
d'ou les eaux de pluie peuvent s'‘évacuer facilement. L'accessibilité est également cruciale,
avec des voies d'acces praticables par tous les temps et capables de supporter des véhicules
lourds. L'implantation pres des voies de communication limite I'élévation de température due
au rayonnement solaire. L'orientation du magasin est également importante, idéalement est-
ouest pour éviter I'exposition directe au soleil, avec les portes opposées dans I'axe des vents
dominants pour favoriser la ventilation (CRYZ et al, 1988)

11.12 Altération d’origine environnementale

e L’humidité

la teneur en humidité est cruciale lors du stockage des grains. Un contenu d’humidité
élevé favorise la croissance d'insectes et de champignons, entrainant des pertes importantes.
C'est pourquoi le contréle de I'humidité est essentiel pour préserver la qualité des
grains(Vasquez et al.,2008). une teneur élevée en humidité favorise la respiration des grains,
ce qui entraine la libération de chaleur a l'intérieur des grains stockés. Cette accumulation de
chaleur peut aggraver les problemes de conservation en favorisant la croissance de micro-
organismes et en accélérant la détérioration des grains (Cruz et al.,2002)

» Latempérature :

La température est un facteur essentiel dans la conservation des grains. Des conditions de
température appropriées peuvent prévenir la détérioration et prolonger la durée de
conservation des grains. (Cruz et al., 2002). la croissance des microorganismes peut étre
rapide dans des conditions de température favorables (Multon,1982).

Elle est le facteur le plus important qui affecte la qualité du grain au cours de stockage
(Kusinska, 2001).

La température influence directement la valeur de l'activité de I'eau (Aw) ainsi que la
vitesse des reactions chimiques et enzymatiques. Ces facteurs sont cruciaux car ils
déterminent la croissance des microorganismes, et donc la qualité et la durée de conservation
des grains (Richard-Molard, 1998).

Plus la température est elevée, plus les réactions biologiques des microorganismes se
déroulent rapidement, ce qui peut entrainer une detérioration plus rapide des grains pendant le
stockage. C'est pourquoi il est important de maintenir une température appropriée pour

prolonger la durée de conservation des grains (Multon, 1982)
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1.12.1 Les altérations enzymatiques :

Les altérations enzymatiques, causées par les enzymes naturellement présentes dans les
grains, se manifestent de diverses manieres. Ces enzymes, telles que les hydrolases, agissent
sur les protéines, les lipides et les glucides, produisant des produits qui peuvent se dégrader
davantage par d'autres voies. (Multon, 1982). C'est ainsi que Les lipases sont des enzymes
qui catalysent la libération d'acides gras a partir des lipides présents dans les grains. Ces
acides gras peuvent ensuite étre oxydés par une enzyme appelée la lipoxygénase, ce qui peut
entrainer une detérioration supplémentaire des grains. il est essentiel de ne pas négliger ces
altérations enzymatiques, car elles peuvent entrainer la formation de produits potentiellement
toxiques, tels que ceux issus de la fermentation. De plus, les réactions de Maillard, qui se
produisent entre les sucres et les protéines en présence de chaleur, génerent de nombreux
composés intermédiaires, dont certains ont une activité physiologique reconnue. A un stade
avancé, ces réactions conduisent a la formation de composés brunatres et a la destruction des
vitamines B1, E et des caroténoides, affectant ainsi la valeur nutritionnelle des grains (Afnor,
1986).

1.12.2 Les altérations d*origine mécanique :

Les altérations d'origine mécanique résultent de chocs qui entrainent des cassures et
favorisent d'autres formes d'altération. L'utilisation de radiations telles que les rayons gamma
et les rayons ultraviolets (UV) peut également provoquer des altérations radiochimiques,
telles que la pyrolyse, la redistribution de lI'eau dans le grain et l'adhésion de I'amidon et des
constituants protéiques (Afnor, 1986)

1.12.3 Les altérations d'origine biologique
= Les micro-organismes :

Divers petits vertébrés tels que les souris, les rats et les oiseaux peuvent se nourrir des
stocks de grains mal protégés, ce qui peut entrainer des pertes importantes (Multom, 1982).
De plus, ils peuvent agir comme vecteurs de germes pathogenes, provoquant des
contaminations et des lésions physiques dans les tissus végétaux, favorisant ainsi la
pénétration des spores de champignons (Jouany et al. 2002) La présence d'arthropodes, en
particulier d'acariens, est souvent le signe de mauvaises conditions de conservation. Les
acariens vivant sur les grains moisis peuvent transporter des spores de champignons sur leur
corps, dans leur tube digestif et dans leurs feces. Beaucoup d'acariens se nourrissent
également de moisissures, préférant les espéces les plus abondantes (Molinie et al, 2005). Les
insectes peuvent endommager l'enveloppe des grains, facilitant ainsi la pénétration des

moisissures a l'intérieur de la graine. Certains insectes peuvent également disséminer des

17



Chapitre I : Genéralité sur le blé

especes de champignons producteurs de mycotoxines. Lorsque les insectes et les rongeurs
sont contrdlés, les moisissures sont souvent la principale cause de détérioration (Magan et
al.,2003)
= Les microorganismes
Les grains fraichement récoltés offrent un environnement favorable a plusieurs types de

bactéries. La population bactérienne est principalement composée d'eubactéries, parmi
lesquelles les entérobactéries sont tres présentes, notamment les coliformes, qui sont
abondants sur les céréales (Withlow et al., 2001).
1.14 La mycoflore du blé

Plus de 150 espéces de moisissures filamenteuses ont été identifiées comme
contaminants extérieurs sur les grains de céréales. Les graines sont naturellement exposées
aux spores fongiques avant, pendant et aprés la récolte, ainsi que durant le transport et le
stockage. La croissance des moisissures est influencée par divers parametres physico-
chimiques, notamment la quantité d'eau libre (Aw), la température, la présence d’oxygene, la
nature du substrat et le pH (Jouany et al., 2002). Les moisissures des champs nécessitent une
humidité élevée (20 a 25%) pour se développer, tandis que celles de stockage peuvent croitre
sur des substrats contenant de 10 a 18% d’humidité (Molinie et al., 2005). Les moisissures
colonisant les grains sont classées en trois groupes : les moisissures de champ, les moisissures
de stockage et la flore intermédiaire (Magan et al., 1988).
1.14.1 Flore des champs

Les grains de blé sont contaminés par des microorganismes présents dans le champ,
principalement des moisissures (Deak, 2008). Les spores des champignons de champ
envahissent les grains et croissent dans le champ ou attendent le battage (Dendy et al., 2000).
Les genres les plus courants incluent Alternaria(le plus fréquent), Fusarium,
Cladosporium,Epicoccum et Helminthosporium (moins fréquents), Chaetomium, Curvularia,
Rhizopuset Stemphylium (Sauer et al., 1982 ; Zillinsky, 1983).

Ces moisissures sont bien adaptées aux changements rapides des conditions dans le
champ et nécessitent des activités en eau relativement élevées pour une croissance optimale
(Adams et al., 2008). Selon les conditions spécifiques, ces champignons peuvent mourir
lentement pendant le stockage ou survivre pendant de longues périodes. Leur survie est
prolongeée a basse température et a faible humidité (Roberts, 2005).

= Le genre Alternaria : Il est fréquemment rencontré, méme dans le blé cultiveé dans
des zones arides (Dendy et al., 2000). Les especes les plus courantes sont : -

Alternariaalternata, connue pour produire des mycotoxines. - Alternariatenuissima, capable
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de produire des toxines telles que I’acide ténuazonique (Andersen et al, 2002). -
Alternariainfectoria, qui cause la décoloration et la dévalorisation du grain sans étre
toxinogéne (Webley et al., 1997).

= Le genre Fusarium : Il comprend des especes a la fois pathogénes et saprophytes.
Les especes fréquemment rencontrées sont : - Fusarium culmorum - Fusarium graminearum
— Fusarium avenaceum — Fusarium poae (Van der Burgt et al, 2009). Les champignons du
genre Fusarium ont la capacité de produire des mycotoxines.
1.14.2 Flore de stockage

Les facteurs environnementaux peuvent exercer une pression sélective influencant la

structure de la communauté et la dominance de certaines especes mycotoxigénes (Magan et
al., 2003).

Les moisissures des grains de blé stockés sont présentes sous forme de mycélium dormant
sous le péricarpe ou de spores en dormance a la surface du grain. Cependant, un certain
nombre de moisissures sont aussi superficiellement associées aux grains stockés. Les
principaux genres rencontrés sont Aspergillus et Penicillium en raison de leur capacité a se
développer sur divers substrats et dans une large gamme de températures et d’humidité
(Mathew et al., 2011).

= Le genre Aspergillus :

Chaque espece de moisissure de stockage a ses propres conditions de développement
(Christensen et al., 1969). Dans le blé stocké, les moisissures du genre Aspergillus se
multiplient d'autant plus rapidement que la température (jusqu'a 40°C) et l'activité de I'eau
sont élevées (Feillet, 2000).

Les especes d’Aspergillus les plus fréquemment observées dans le blé stocké sont
Aspergillus flavus, Aspergillus nigeret Aspergillus fumigatus (Mathew et al., 2011). Si le blé
est stocké avec une teneur en humidité de 14 a 15% et & une température d’environ 70°C, il
sera lentement envahi par d’autres especes comme Aspergillusrestrictus, qui prédomine dans
le ble stocké pendant quelques mois si I'humidité est inférieure a 15%. Au-dessus de 15%
d'’humidité, d'autres especes peuvent apparaitre telles que Aspergillus repens, Aspergillus
amstelodamiet Aspergillus ruber, qui conservent leur dominance méme a des teneurs en
humidité supérieures a 18% (Christensen et al., 1969).

= Le genre Penicillium :

Les moisissures de ce genre sont moins fréquentes avant la récolte mais commencent a
croitre rapidement pendant le stockage, lorsque les conditions appropriées sont réunies. Elles

se développent méme lorsque la teneur en eau est relativement basse, mais elle doit étre au-
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dessus d'un seuil denviron 14% et d'un taux dhumidité de 75% (Neergaard, 1977;
Boudreau et al., 1992). Les espéces les plus communes sont Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium cyclopium, Penicillium hordei, Penicillium freii, Penicillium melanoconidium,
Penicillium polonicum, Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosumet Penicillium
crustosum(Dijksterhuis et al., 2007).

Les espéces Fusarium culmorum etFusarium graminearum peuvent causer la pourriture
de la tige et la brilure de 1’épi du blé. Ces infections de champ peuvent entrainer une
altération post-récolte plus importante si le blé est stocké avec une activité de I'eau trop élevee
(Adams et al., 2008).

1.14.3 Flore intermédiaire

Cette catégorie présente un comportement plus diversifié et regroupe des germes capables
d'un développement limité au début du stockage, surtout dans des conditions particulieres
comme sur des grains insuffisamment secs. Les genres les plus couramment rencontrés
incluent Cladosporium, Rhizopus, Absidia, et Mucor (Godon et al., 1997).

1.15 Procédés de traitement des grains

Protéger les grains contre les altérations implique de prendre un ensemble de mesures
applicables a toutes les étapes de leur vie, depuis la récolte (et méme avant) jusqu'a leur
utilisation (Multon, 1982). La qualité initiale des grains, la maitrise de la température, de
I'hnumidité et de la composition du milieu ambiant, ainsi que les traitements physiques et
chimiques, sont essentielles pour contrdler I'activité microbienne (Multon, 1982). Plusieurs
méthodes de traitement des grains existent pour atteindre ces objectifs.

a. La lutte chimique

Les acides organiques de faible poids moléculaire, tels que l'acide propionique, l'acide
acetique et I'acide formique, ainsi que leurs sels, sont couramment utilisés pour conserver les
grains (Magan et al.,, 2004). Cependant, ces substances présentent de nombreux
inconvénients : leur efficacité est limitée dans le temps, elles sont corrosives, peuvent détruire
la viabilité des graines et nécessitent des précautions spéciales pour éviter l'inhalation. Dans
certains cas, l'utilisation d'acides peut méme augmenter la production de mycotoxines dans les
grains traités, car certains champignons utilisent ces acides comme source de carbone
(Tatsadjieu et al., 2009).

Actuellement, il existe une tendance mondiale & minimiser, voire interdire, l'utilisation de
pesticides dans les produits agricoles, ce qui rend urgent la recherche de méthodes alternatives

de conservation des grains (Bankole, 1997 ; Tatsadjieu et al., 2009). Le traitement des
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grains humides avec de I'ammoniac gazeux ou en solution, visant a inhiber le développement
de la microflore, suscite un intérét croissant (Multon, 1982). Certaines substances chimiques,
comme l'oxyde d'éthylene et le bromure de méthyle, présentent un risque toxique significatif
(Leyral et al., 2003), induisant des phénoménes de résistance chez les champignons
pathogeénes et une accumulation de residus (Flamini et al., 2003).

L'aldéhyde formique a été utilisé avec succés pour lutter contre le développement des
moisissures dans les grains, mais son emploi présente également de nombreux problémes, tels
que des odeurs, des changements de couleur et une perte d'activité enzymatique (Flamini et
al., 2003).

b. La lutte biologique

De nombreuses levures et bactéries se sont révélées efficaces pour contréler les produits
agricoles frais aprées la récolte. Les mécanismes par lesquels la croissance fongique et la
production de mycotoxines peuvent étre empéchées dans un environnement concurrentiel
incluent la compétition pour les nutriments, l'induction de mécanismes de défense et les
interactions hyper parasitiques. Bien que le contrdle biologique ne soit pas encore viable pour
les grains, un avantage potentiel des études sur les champignons antagonistes pourrait étre la
découverte de composes inhibiteurs de la production de champignons et/ou de mycotoxines
de stockage (Magan et al., 2004).

La majorité des antifongiques naturels est d'origine microbienne, prés de la moitie étant
synthétisée par les actinomycetes, en particulier par le genre Streptomyces, le plus répandu
dans I'environnement (Eckwall et al., 1998).

1.16 Un marché mondial du blé en progression

Les échanges internationaux de blé sont en effet significatifs, représentant environ 20 %
de la production mondiale, avec une moyenne de 135 millions de tonnes par an. Bien que le
blé reste la céréale la plus échangée sur les marchés internationaux, les volumes échangés ont
connu une augmentation notable, augmentant d'un tiers entre le début des années 2000 et le

début des années 2010, apres s'étre stabilisés dans les années 1980 et 1990.
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Figure 02: BIé : marché mondial Encyclopédie Universalise France

Les principaux pays importateurs se trouvent en Afrique du Nord (Egypte, Algérie...),
au Moyen-Orient (Irak...) ainsi qu’en Asie orientale (Japon, Corée du Sud...) et sud-orientale
(Indonésie...).

Face a une demande qui provient de plus de 160 pays, I'offre apparait trés concentrée
économiquement et géographiquement : un petit groupe de cing exportateurs (Etats-Unis,
Canada, Argentine, Australie et Union européenne) réalise les deux tiers des exportations
mondiales de blé. Loin de s'accorder entre eux, afin de stabiliser le marché international du
blé, ils s'y affrontent pour conserver ou accroitre leurs parts de marché. Les réformes de la
Politique agricole commune de 1992, 1999 et de 2003 ainsi que I’envolée des cours du blé
font que I’Union européenne peut exporter aujourd’hui du blé sur le marché mondial sans
« restitutions », c’est-a-dire sans aides a I’exportation. La compétition entre les grands
exportateurs « traditionnels » de blé est devenue d’autant plus vive qu’un nouvel exportateur
majeur est apparu depuis les années 2000 : I’ensemble formé par les « pays de la mer Noire »
(Russie, Ukraine, Kazakhstan), ensemble désormais capable d’exporter certaines années
davantage de blé que les Etats-Unis.

1.16.1 Les prévisions de la FAO concernant la production mondiale de céréales en 2021
Les prévisions de la FAO pour la production mondiale de céréales en 2021 indiquent
une légere baisse des estimations pour le blé ce mois-ci. Cette révision est due aux conditions
météorologiques seches au Proche-Orient, qui ont réduit les perspectives de rendement. Par
conséquent, la production mondiale de blé en 2021 a été abaissée de 1 million de tonnes,
s'établissant maintenant a 784,7 millions de tonnes. Malgré cette réduction, cela représente

encore une augmentation de 1,2 % par rapport a l'année précedente.
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1.16.2 Le blé en Algérie

Le blé est un produit de base dans les pays arabes, avec I'Algérie se distinguant comme
I'un des plus grands consommateurs, atteignant prés de 600 grammes par personne par jour
(Abis, 2012).

Selon Rastoin et Benabderrazik (2014), la production de blé en Algérie se divise en
blé dur (70 % en 2012) et blé tendre (30 %), avec une variabilité interannuelle importante. Le
blé dur reste la céréale prédominante et constitue la base de I'alimentation en Algérie,
principalement sous forme de semoule et de pates. Cependant, la consommation de blé tendre,
utilise pour le pain, la biscuiterie et la patisserie, augmente rapidement en raison de
I'occidentalisation des habitudes alimentaires.

La production de blé dur, bien adaptée aux conditions agro-climatiques locales, progresse
au méme rythme que celle du blé tendre, atteignant 19 millions de quintaux entre 2008 et
2012, contre 8 millions de quintaux pour le blé tendre (Rastoin et Benabderrazik, 2014).
1.16.2.1 L’importation de blé en Algérie

Sur le marché mondial, I’Algérie reste 1’un des principaux importateurs de céréales,
notamment de blé dur et de blé tendre, en raison de I'incapacité de la production nationale a
satisfaire les besoins croissants de la population (Ammar, 2014). Au cours des cing derniéres
années, I'Algérie a importé entre 6 et 7 millions de tonnes de blé par an. En 2015, le blé tendre
représentait environ 80 % du total des importations, tandis que le blé dur en représentait
seulement 20 %. Cela est d0 a une production domestique plus faible de blé tendre par rapport
au blé dur, et malgré l'augmentation des rendements grace a une stratégie agricole, la
production nationale ne parvient pas encore a répondre a la demande. La France est le
principal fournisseur de blé pour 1’Algérie, représentant 54 % des importations en 2015,
principalement en blé tendre. L'Algérie importe également du blé dur du Canada, du Mexique
et des Etats-Unis (Hales et Rush, 2016).
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1.1 La mycologie

La mycologie est la science qui étudie les champignons ou mycetes. Elle se divise en
trois grands domaines : -

e Mycologie génerale : étude botanique des champignons. —

e Mycologie industrielle : étude des champignons utilisés dans diverses fermentations
industrielles, notamment dans la fabrication du pain, des fromages, etc.

e Mycologie médicale : étude des champignons pathogénes, vénéneux ou parasites. Les
champignons vénéneux agissent par leurs toxines, tandis que les champignons
parasites sont responsables des mycoses.

Dans le cours de mycologie, seules les principales mycoses des animaux domestiques
causées par des champignons parasites pathogenes seront abordées.

11.2 Définition des moisissures

Les champignons, ou mycetes, sont des organismes unicellulaires ou pluricellulaires,
englobant des espéces macroscopiques (macromycetes) et d’autres microscopiques
(micromyceétes), présentant une apparence filamenteuse ou levuriforme. Les champignons
sont omniprésents dans la nature, jouant un réle crucial dans la biodégradation et le recyclage
des matiéres organiques. Ce sont des microorganismes hétérotrophes nécessitant une source
de carbone et d’azote pour se développer. Dans la classification du vivant, les mycetes
forment un regne distinct de celui des végétaux et des animaux (Chabasse et al., 2002).

Leur particularité morphologique réside dans leur connexion étroite avec leur substrat nutritif
via un réseau myceélien tres développé. Leur reproduction est également notable, car ils
produisent un grand nombre de spores, favorisant leur diffusion ou contamination. Ces spores
peuvent provenir de la reproduction sexuée ou asexuee. Les micromycetes deviennent parfois
visibles lorsqu'ils forment des agglomérats de filaments mycéliens et d’organes fructiféres,
appelés moisissures (Chabasse et al., 2002).

Contrairement aux macromycetes, les micromycetes sont souvent responsables de
mycoses et peuvent causer des infections chez les animaux et les plantes. Les champignons
interagissent avec les espéces animales et végétales sous diverses formes : saprobie,
parasitisme, commensalisme et symbiose. Leur pouvoir pathogene peut se manifester de
differentes manieres. lls peuvent infecter les humains ou les animaux, provoquant des
maladies appelées mycoses. En produisant des toxines, ils peuvent entrainer des intoxications
alimentaires ou des mycotoxicoses suite a la consommation d'aliments contaminés. Toutefois,
certains champignons sont bénéfiques et offrent des avantages économiques intéressants pour

I’Homme. Ils sont utilisés dans I’industrie pour améliorer les propriétés organoleptiques et
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technologiques des produits, comme le Penicillium camembertiet le Penicillium roqueforti
dans I’affinage des fromages, ou encore le Penicillium jensenii et le P. nalgiovense en
salaisonnerie. D’autres sont exploités pour la production d’enzymes (par exemple, la protéase
et la pectinase produites par A. niger), d’acides organiques (acide citrique et gluconique
produits par des especes d’Aspergillus et Penicillium) et d’antibiotiques (pénicilline produite
par P. chrysogenum) (Kiffer &Morelet, 1997 ; Perry et al., 2004).

111.3 Caractéristiques générales:

*Structure cellulaire: Les champignons sont des organismes macroscopiques unicellulaires
ou pluricellulaires dont les cellules possédent un noyau (eucaryotes).
*Mode de nutrition : Ils se nourrissent par absorption et utilisent le carbone organique
comme source de carbone (hétérotrophe).
*Paroi cellulaire : Leur paroi cellulaire contient typiquement de la chitine et du glucane.
*Reproduction : Ils peuvent se reproduire de maniére sexuée et/ou asexuée.
*Appareil végétatif: Le thalle, appareil végétatif des champignons, est formé de longs
filaments ramifiés et souvent cloisonnés appelés hyphes.
*Mycélium : Lorsque la croissance est suffisante, 1’ensemble des hyphes constitue un
mycélium visible a I’ceil nu, apparaissant comme une sorte de feutrage a la surface colonisée
(Nicklin et al., 2000).
*Substrat de développement : Les moisissures ne peuvent se développer que sur des
substrats organiques. La structure filamenteuse du thalle les rend particulierement aptes a
coloniser des substrats solides.
*Impact écologique et physiologique : En raison de leurs aptitudes écologiques et
physiologiques, les moisissures sont de loin les microorganismes les plus redoutables pour les
grains stockés (Multon, 1982).
I1.4 Morphologie des champignons

Le thalle de la majorité des especes de champignons est constitué d'un enchevétrement de
nombreux filaments tres fins et ramifiés, formant un mycélium. Ces filaments peuvent étre
cloisonnés, appelés hyphes, ou non cloisonnés, désignés comme siphons ou coenocytes.
Cette différence morphologique au niveau du thalle permet de distinguer deux groupes
principaux :
*Septomycetes : Incluant les ascomycetes et les basidiomycetes, qui possedent un mycelium

cloisonné.
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*Siphomycetes : Comprenant les trichomycetes, les phycomycétes et les zygomycetes, qui

possedent des siphons.

Figure03: @) Septomycétes,  b) Siphomycete

11.5 Principales propriétés des Champignons
Les principales propriétés des champignons sont résumées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Propriétés principales des champignons (Camille, 2014).

La morphologie | - Structure filamenteuse, hyphes ou filaments a paroi souvent
composées de chitine, septes ou siphones

- Especes dimorphiques avec une forme levure qui se multiplie par
bourgeonnement ou scissiparité (Camille, 2014).

La Croissance | - Leur appareil végétatif (le thalle) est constitué des filaments

des hyphes ramifiés et cloisonnés que I’on appelle des hyphes. Si la croissance
est suffisamment avancée, I’ensemble des hyphes constitue un
mycélium

visible a I’oeil nu (Bourgeois et al, 1989).

Le Métabolisme | - Chimiohétérotrophe.

- Source de carbone et d’énergie : molécules carbonées organiques
suivant les especes, peuvent lyser des polymeéres complexes grace a
des enzymes extracellulaires : cellulose, amidon, pectines, mais
aussi des protéines, des lipides... (Camille, 2014).

Le Métabolisme | - Fabrication de métabolites fongiques toxiques (exotoxines)

spécifique appelées mycotoxines, ces molécules sont toxiques pour I’homme,
les animaux et méme les plantes (Camille, 2014).

Habitats - Air, eaux, sols ...vivent en saprophytes ou parasites.

naturels et - Champignons pathogéne pour I’lhomme comme Aspergillus flavus,

pathogénicité A. nomiuset A. parasiticaconnus pour leur production d’aflatoxine
(Guiraud, 1998).

- Maticres premieres alimentaires, aliment... pouvant étre
contaminés par des moisissures toxinogénes (Camille, 2014).
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Hyphes septées Hyphes coenocytiques

Figure 04 : Représentation schématique de I’hyphe (Decocq, 2011).

11.6 Développement des champignons filamenteux :

En deux phase : Une phase végétatif, une phase reproductive

11.6.1 Phase végétatif : correspond :

>
>

YV V V V

phase de croissance, de nutrition.

I’appareil végétatif colonisé le substrat par extension et ramification des hyphes, par
dichotomie, par bourgeonnement

I’hyphe absorbant a travers leur paroi.

dégradant le substrat par émission d'enzymes et d'acides.

la forme mycélienne en expansion qui constitue une phase active de développement.

la phase végétatif est responsable de la dégradation et de l'altération du substrat.

Photo 09 : Les champignons filamenteux

11.6.2 phase reproductive : comprend deux types de reproduction :

11.6.2.1 la reproduction asexuée :

-correspond a la forme anamorphe.

-sans fusion de gametes, la dispersion de spores asexuée, propagation des moisissures a fin de

coloniser d'autre substrats.
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Appelée =la sporulation
Spores : petites cellules déshydratés au métabolisme réduit, entourées d'une paroi protectrice
les isolant du milieu environnant, produit en grande quantité par de structures spécialisés

développées a partir du mycélium. Diamétre : 2 a 250 um

v
— \)\/
Q Sporocyste
I
Fragmentation Production endogene Production exogene
Arthrospores Sporocystiospores Conidiospores

Figure 05 : les différents modes de sporulation

11.6.2.2 : la reproduction sexuée : correspondant a la forme téléomotphe.
- la fusion de 2 gametes haploides n= un zygote diploide 2n.
- une structure positive & n chromosome rencontré une autre structure négative.

- la fusion des cytoplasmes donne nouveau mycélium 2n chromosome.

Figure 06: Schéma de la reproduction asexuée et sexuée d’une moisissure
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I1.7 Déférents modes de fécondation en fonction des champignons:
e planogamie: fusion de gametes complémentaires et flagellés

e o0ogamie , siphonogamie: fécondation des gameétes femelles dans la ( sporocyste)
femelle des gameétes flagellés provenant des ( gamétocyste ) male par l'intermédiaire
d'un siphon.

e trichogamie: fusion des parois du gamétes male nom flagelle (spermatie)et I'organe
femelle (ascogone) puis l'injection du noyau male .

e somatigamie: fusion de 2 mycélia compatibles.

e cytogamie: émission d'un diverticule par deux mycélia compatible, accolement des
deux diverticules et production d'une coloisongamétocyste permettent le melange des
cytoplasmes.

11.8 Culture et identification:

L’identification des mycétes repose sur des critéres macroscopiques (aspect et couleur
des colonies) et microscopiques (observation des filaments végétatifs, des organes de
fructification et des spores). Certaines données comme la température et la vitesse de
croissance peuvent étre descompléments d’identification.

11.8.1 Examen macroscopiques :

e Aspect des colonies : La forme, la texture (veloutée, poudreuse, cotonneuse, etc.) et les
marges des colonies de mycetes sont des éléments importants pour I’identification.

e Couleur des colonies : La couleur peut varier selon les espéces et peut inclure des teintes
comme le blanc, le noir, le vert, le jaune, etc. La couleur peut aussi changer au cours de la
croissance.

11.8.2 Examen microscopiques :

L'examen microscopique d'une colonie fongique se fait en prélevant un ou plusieurs
fragments de la culture, qui sont ensuite 6étalés entre lame et lamelle. En général, I'utilisation
de I'objectif 40 est suffisante pour identifier les éléments diagnostiques essentiels (Chabasse
et al., 2002).

e Le thalle végétatif : Tous les champignons possédent un appareil végétatif composé de
filaments appelés hyphes, formant ensemble le thalle ou mycélium. On distingue deux types
de thalle :

» Thalle siphoné ou coenocytique: Composé d'éléments tubulaires peu ou pas ramifiés, de

diamétre large et irrégulier, sans cloisons. Ces filaments sont caractéristiques des
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champignons inférieurs, tels que les Zygomycétes et Chytridiomycetes (Chabasse et al.,

2002).

> Thalle septé ou cloisonné : Présent chez les champignons dits "supérieurs” : Ascomyceétes,

Basidiomycétes et Deutéromycétes filamenteux. Ces filaments ont un diametre étroit et

régulier, avec des bords paralléles, et sont divisés par des cloisons ou septa en segments uni-

ou pluricellulaires (Chabasse et al., 2002).

e Organes de fructification : Les structures produisant les spores, comme les conidiophores

ou les sporangiophores, sont caractéristiques de chaque genre et espece de mycete.

e Aspect des spores: l'examen des spores et de leur organisation est essentiel pour
I'identification des moisissures (Campbell et al., 1996). La forme des spores et leurs
éventuelles septations constituent la base de la classification desDeutéromycetes. Selon
leur apparence, on distingue cing groupes de spores chez les champignons (Chabasse et
al., 2002) :

> Amérospores: Spores unicellulaires de petite taille (exemple : Penicillium, Aspergillus).

» Didymospores: Spores bicellulaires (exemple : Trichothecium).

» Phragmospores : Spores pluricellulaires avec des cloisons transversales (exemple :
Drechslera, Bipolaris, Curvularia).

» Dictyospores: Spores pluricellulaires avec des cloisons transversales et longitudinales
(exemple : Alternaria, Ulocladium).

» Scolécospores : Spores étroites, effilées, souvent incurvées et cloisonnées
transversalement (exemple : Fusarium).

11.8.3 Compléments d’identification :

e Température de croissance : Chaque espéce de mycéte a une température optimale de

croissance, et certaines peuvent croitre a des températures extrémes (tres basses ou trés

élevées).

e Vitesse de croissance : La vitesse de croissance des cultures fongiques peut varier

considérablement, allant de rapide, comme chez les Aspergillus, a lente, comme chez les

Penicillium. Cette vitesse dépend également de la densité de I'inoculum, croissant plus

rapidement avec un inoculum plus riche. L'apparence des colonies est un autre critere de

distinction. Les champignons le vuri formes forment des colonies lisses, glabres, humides, et
d'aspect brillant ou mat, parfois rugueuses. En revanche, les champignons filamenteux
présentent une texture différente : duveteuse, cotonneuse, veloutée, poudreuse ou granuleuse

(Chabasse et al., 2002).
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e Le mode de groupement des conidies :Les conidies se regroupent généralement a

I'extrémité de la cellule conidiogene, et ce mode de regroupement constitue également un

critére d'identification (Chabasse et al., 2002). On distingue plusieurs types de groupements :
» En grappes : Beauveria, Trichothecium

En masses : Botrytis

En tétes ou « balles » : Acremonium, Trichoderma

En chaines basipétes : Scopulariopsis, Aspergillus, Penicillium

vV V V V

En chaines acropétes : Cladosporium, Alternaria
11.9 Classification des champignons filamenteux :

Une classification simple basée essentiellement sur des caracteres morphologiques :
hyphe cloisonné ou siphonné et les types de spores.

Régne des mycétes
= PR N ———
| Division Myxomycota Q" > Division Eumycota (champignons vrais, filamenteux)
Champignons:
visqueux a plasmodes, = Zygomycetes Ascomycetes Deutéromycetes Basidiomycetes
dépourvus de .
filaments, ne forment Champignons Champignons supérieurs (septomycétes): hyphes cloisonnés
pas d’hyphes, ils ne
inférieurs
possédent pas une g
R : (siphomycétes):
PRIERSL e TIOUTESL structure Formation endogéne des F &
- 2 i ormation exogéne
ar ingestion de leurs
P g coenocytique spores contenues dans des spores portées

nutriments. .
Reproduction sexuée l'asques

par la baside

Groupe artificiel créé pour classer les champignons
septés que l'on ne sait pas classer allleurs du fait de
I'absence ou de 1a non connaissance de leur
reproduction sexuée

Figure 07: Schéma de classification des champignons filamenteux :

11.10 Mode de vie des moisissures :

Les champignons, ou plus précisément les mycetes, se distinguent du régne végétal par
I’absence de chloroplastes (et donc de chlorophylle) qui permet aux plantes de produire des
maticres organiques nécessaires a leur alimentation. En conséquence, les mycetes ont
développé trois modes de nutrition pour extraire les matieres organiques essentielles a leur

survie directement de leur environnement (Oei et van Nieuwenhijzen, 2005).
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11.10.1 Le saprophytisme:

Du grec sapros, pourriture et phyton, plante) (Kachour, 2005). Les
champignonsSaprophytes sont considérés comme de grand nettoyeurs de la nature ; Ils se
nourrissent des Matiéres organiques mortes d’origine végétale (feuilles et débris végétaux) ou
animale (cadavres), ils représentent la majorité des macro mycetes (Senn-Irlet et al., 2012)
en jouant Un role primordial dans la dégradation de la matiére organique en matiére minérale
, qui se trouve dans diverses applications comme dans le domaine médicale (Penicillium a
donné la Pénicilline), et agroalimentaire (les levures permettant a la pate a pain de lever) (
Lamaison etPolese,2005)

Selon le substrat qu’ils décomposent, il existe plusieurs types de champignons
saprophytes :Humicoles (décomposant la matiére organique du sol).Lignicoles (décomposent
la matiere organique du bois mort).

Herbicoles (sur les plantes herbacées). Fongicoles (sur d’autres champignons). Coprophiles
(vivant sur les excréments). Les saprophytes de la litiere (décomposant les feuilles mortes,
brindilles et autres Débris végétaux) (Moreau et al., 2002)

I1.10.2 Le parasitisme:

Le parasitisme (du grec "par", a coté, et "sitos", aliment) (Kachour, 2005) est une
relation biologique entre deux étres vivants dans laquelle 'un profite de l'autre, que ce soit en
se nourrissant, en s'abritant ou en se reproduisant. Ce type de relation peut se produire avec
des organismes animaux, entralnant des mycoses, ou avec des organismes végétaux,
provoquant des maladies telles que la rouille, I'oidium et I'anthracnose (Cassier et al., 1998 ;
Combes, 2001).

I1.10.3 La symbiose:

Selon Marouf et Reynaud (2007), la symbiose est une association étroite et durable
entre des organismes de différentes espéces, voire de différents régnes, qui vivent en équilibre
les uns avec les autres et tirent des bénéfices mutuels de cette union, bien qu'ils puissent aussi
vivre séparément.
eles lichens : Les lichens sont constitués d'une association entre un champignon
(principalement du phylum Ascomycota) et une cyanobactérie. L'algue, capable de
photosynthese, fournit les molécules organiques carbonées au champignon, qui, en retour,
fournit les ¢léments minéraux a 1'algue.

e Les mycorhizes : Les mycorhizes sont formés par l'association entre un champignon et la
racine d'une plante. Cette forme de symbiose est la plus répandue a I'échelle planétaire, avec

environ 90 % des végétaux qui établissent spontanément cette relation. Les champignons
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développent un réseau de filaments mycéliens a partir des racines et jouent un rdle crucial
dans la nutrition minérale des plantes. Cette association symbiotique est d'ailleurs considérée
comme ayant permis aux plantes de coloniser les milieux terrestres (Nasraoui, 2006).

11.11 Conditions de croissance :

11.11.1 Eléments nutritifs :

Les moisissures sont des microorganismes heétérotrophes, ce qui signifie qu'elles ont
besoin des éléments nutritifs de base tels que le carbone, I'azote et les ions minéraux pour leur
croissance. Elles possedent une large gamme d'enzymes qui leur permettent d'exploiter de
maniére trés efficace des substrats complexes, méme plus efficacement que les bactéries. La
digestion des substrats commence généralement a l'extérieur de la cellule par des enzymes
excrétées (extracellulaires) ou liées a la paroi, car seules les molécules de petite taille peuvent
traverser les parois et atteindre le cytoplasme (Davet, 1996).

a- Source de carbone et d’énergie :
Pratiquement tous les composés organiques peuvent servir de source de carbone et d'énergie
pour les moisissures. La plupart d'entre elles sont capables de métaboliser le glucose et le
saccharose, ainsi que certains polysaccharides tels que I'amidon et la cellulose (Nicklin et al.,
2000).
b- Source d’azote :

La plupart des moisissures assimilent I'ammoniaque sous forme de sels (NH4+), ce qui
réprime l'utilisation d'autres sources azotées telles que les nitrates, les acides aminés ou les
protéines. L'ammoniaque est ensuite transformée en acide glutamique, en glutamine ou en
d'autres acides aminés par transamination(Boiron, 1996).

c- Eléments minéraux :

La présence d'ions minéraux et de métaux dans le milieu de culture est nécessaire a la
croissance et a la reproduction de plusieurs especes fongiques. Ces éléments comprennent
essentiellement le sulfate, le magnésium, le potassium, le sodium et le phosphore, avec des
concentrations variables selon les especes (Uchicoba et al., 2001).

11.11.2 Facteurs physicochimiques :

Les facteurs physicochimiques exercent une grande influence sur le développement des

moisissures ainsi que sur leur germination. Nous examinerons successivement quelques

parametres importants.
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a- Aération :

Les champignons sont des organismes aérobies. Cependant, certains d'entre eux tolérent
des quantités relativement faibles d'oxygéne (anaérobies facultatifs) et peuvent méme se
développer en I'absence totale de ce gaz (anaérobies stricts) (Alexopoulos et al., 1996).

b- PH:

La plupart des champignons préférent des milieux acides. En général, ils se développent
dans une plage de pH allant de 4,5 a 8, avec un optimum entre 5 et 6. Certaines espéces,
comme Aspergillus Niger, peuvent méme pousser dans des conditions tres acides, jusqu'a un
pH de 1,7 a 2 (Dix et Webster, 1995).

C- Activité d’eau (Aw) :

La quantité d'eau disponible dans le substrat et I'environnement joue un réle crucial
dans la croissance des moisissures. Généralement, elles nécessitent une activité d'eau (Aw)
plus faible par rapport aux bactéries. La limite inférieure de I'Aw pour la croissance de
Penicillium martensii et Aspergillus nidulans est de 0,8 ; celle d'A. candidus est de 0,75
(Carlile et Watkinson, 1996).

d- Lumiére :

Les radiations du spectre visible (380 — 720 nm) n'ont généralement pas d'action sur la
croissance végeétative des champignons, mais peuvent influencer la sporulation. La plupart des
moisissures n‘ont pas besoin de lumiere pour leur croissance ou la germination de leurs spores
(Botton et al., 1999).
e-Température :

La plupart des moisissures sont des organismes mésophiles qui se développent
normalement a des températures comprises entre 5°C et 35°C. Leur croissance est
interrompue et elles sont détruites a partir de 40°C. Cependant, il existe une autre catégorie de
champignons filamenteux qui peuvent se développer a des températures supérieures a 50°C.
IIs sont appelés thermophiles ou thermotolérants. D'autres champignons préférent les basses
températures et sont considérés comme psychrophiles ou psychrotolérants (Dix et Webster,
1995).

f-L ‘oxygéne :

La quantit¢ d’oxygene disponible est un facteur crucial pour le développement des
moisissures, la plupart étant aérobies. Les espéces les plus exigeantes en oxygéne se trouvent
dans les régions périphériques des substrats, tandis que les moins exigeantes peuvent se
développer en profondeur, comme Fusarium oxysporumet Aspergillus fumigatus (Bourgeois,
1989 ; Botton et al., 1999).
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11.11.3 Facteurs biologique

e Interactions microbiennes
La compétition pour les nutriments et l'espace est un phénoméne courant dans le monde
vivant. Lorsque plusieurs espéces de micro-organismes coexistent dans le méme
environnement, différentes interactions entre ces espéces se produisent. Les conditions
environnementales favorisent certaines espéces tout en défavorisant d'autres. Par exemple, les
Mucoraceae, caractérisées par un taux de croissance éleve, peuvent envahir rapidement
I'environnement et inhiber le développement d'espéces a croissance plus lente. De plus, la
synthése et I'accumulation de substances toxiques (mycotoxines) dans le milieu peuvent avoir
un effet inhibiteur sur le développement d'autres especes (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

e Présence d'insectes :
Les insectes sont le principal vecteur des spores de moisissures dans les champs et les lieux de
stockage (Pfohl-Leszkowicz, 2001). En dégradant les parois des grains, ils favorisent la
contamination fongique et la production de mycotoxines. Les acariens, en particulier, sont des
vecteurs importants de spores, habitant sur les grains moisis et transportant les spores sur la
surface de leur corps et dans leur tube digestif (Pfohl-Leszkowicz, 2001). Les larves,
présentes dans un environnement céréalier, transportent également les spores des

champignons des champs vers les zones de stockage des céréales (Pfohl-Leszkowicz, 2001).
11.12 Les problemes liés aux champignons filamenteux et a leurs

métabolites:

Impliqués dans différents domaine : ex: l'industrie agro-alimentaire, pharmaceutique
11.12.1 Secteur agro-alimentaire :
> Effet bénéfique : certain
-production de fromage (camembert) Penicillium camenberti
- synthese d'acide organique (A citrique), (A gluconique), (additifs alimentaires) Aspergillus
Niger.
- synthese d’enzymes : maltase...
Transformer le maltose, I'amidon en alcool Rhizopusoryzae (formation alcoolique).
> Effet néfaste : Altérations de la qualité des denrées alimentaires :
e Qualité marchande : modification favorable des caractéristiques organoleptiques
(aspect, texture, I’odeur, saveur....)
e Qualité sanitaire : diminution de l'innocuité des aliments, risques pour la santé

humaine et animale.
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11.12.2 Secteur pharmaceutique et médical :
> Effet bénéfique :
- Synthese des médicaments : antibiotiques
- Pénicilline : Penicillium chrysogenum.
- céphalosporines : céphalosporiumacremonium.
> Effet néfaste : Deux types de contamination chez I'homme.
1. Contamination alimentaires : contenant des mycotoxines responsable d'une
intoxication alimentaire.
Mycotoxicosee aigué ; ingestion forte dose.
chronique ; faible dose.
2. Contamination infectieuse (fongiques): se fait principalement par ingestion (spores) ,
inoculation, peuvent étre d'origine nosocomiale.
2.1 Les infections fungiques invasive
e Chez les patients immunodéprémés:
1/ Aspergillose : ssp Aspergillus 80 a 90% Aspergillus fumugatus.
-porte d'entrée : respiratoire.
- les gens plus toucher : qui présente neutropénie profonde, sous corticothérapie.
2/ Mucor mycoses : mucorales.
- porte d'entrée : respiratoire, digestif.
- les gens plus toucher : patients d’hémopathies, diabétiques.
3/ Fusarium ou scodosporium .
Responsable d'infection invasive sévere chez les patients imminodéprimés .

e Chez les patients immunocompétents :
Contamination cutanée et ingestion.

-Aspergillose : irritations, I’asthme, fiévre

-Fusarium, Aspergillus: dermatophytes , kératites
-Fusarium, Aspergillus, Alternaria: onychomycoses
-Aspergillus: otomycoses.

11.13 Les principales moisissures toxinogénes :

Deux groupes de moisissures toxinogénes peuvent étre distingués. Le premier groupe
est constitué de moisissures qui envahissent leur substrat et produisent des mycotoxines sur
des plantes sénescentes ou stressées, ce sont les toxines de champ. Le second groupe regroupe
les moisissures qui produisent des toxines aprées la récolte, appelées toxines de stockage. Les

champignons du sol ou des débris de plantes peuvent disseminer leurs spores sur les plantes
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ou les grains, puis proliférer pendant le stockage si les conditions sont favorables (Afssa,
2006).
11.13.1 Le Genre Penicillium :

Le genre Penicillium comprend entre 150 et 300 espéces, réparties en quatre sous-
genres appartenant a la division des Deutéromycetes. Les formes téléomorphes de certaines de
ces espéces sont connues et appartiennent a I'embranchement des Ascomycétes, dont les
genres les plus représentatifs sont Eupenicillium et Talaromyces (Pitt, 1987).

Les colonies de Penicillium présentent un aspect duveteux voire poudreux, de couleur
vert-de-gris et, plus rarement, blanche. Morphologiquement, les individus du genre
Penicillium se distinguent par leur organisation en pinceau (Penicillius en latin). Le thalle
cloisonné porte les conidiophores, simples ou ramifiés, se terminant par un pénicille. Les
conidiophores peuvent étre groupés en faisceaux laches ou rassemblés en corémies (colonnes
de conidiophores). Les phialides (cellules conidiogenes) sont disposées en verticilles a

I'extrémité des conidiophores (Figure 08) (Botton et al., 1990).
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Figure 08 : Aspect microscopique des Penicillium : 1-Penicillium monoverticille 2-
Penicillium bi verticille (Chabasseet al.,2002).

Les espéces appartenant au genre Penicillium produisent un certain nombre de mycotoxines,
(le Tableau 5) représente quelques toxines produites par le genre Penicillium.

Tableau 5 : Quelques toxines produites par le genre Penicillium (Norholtet al, 1979 ; Pitt,
2000 ; Bennett et Klich, 2003).

Espeéces Toxines produites
Acide cyclopiazonique,
Roquefortine C

Penicillium chrysogenum

Penicillium verrucosum Ochratoxine A, Citrinine
Penicillium nordicum Ochratoxine A

Penicillium roqueforti Acide pénicillique, Roquefortine C
Penicillium expansum Citrinine, Patuline, Roquefortine C
Penicillium viridicatum Ochratoxine A, Citrinine
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11.13.2 Le Genre Aspergillus :

Le genre Aspergillus est classé dans la division des Deutéromycétes. Comme pour les

Penicillia, certaines formes sexuées d'Aspergillus spp sont connues et appartiennent a la
division des Ascomycetes, avec des genres notables tels que EurotiumetEmericella. Environ
180 especes, réparties en 18 groupes, composent le genre Aspergillus(Gams et al., 1986).
Les colonies d’Aspergillus spp, duveteuses ou poudreuses, se développent rapidement et
présentent des couleurs vives et variées. L'appareil végétatif d’Aspergillus spp est formé de
filaments mycéliens cloisonnés et ramifiés. Sur ces filaments végétatifs se dressent les
conidiophores, qui se terminent par une vésicule de forme variable, spécifique a chaque
espéce. Les phialides peuvent étre insérées directement sur la vésicule, formant une « téte
unisériée ». Si les cellules conidiogenes sont précédées de métules, on parle de « téte bisériée
». L'ensemble phialides/métules forme le stérigmate. Le stérigmate, la vésicule et les spores
constituent la « téte aspergillaire » (Figure 9). Les spores, insérées en chaine sur les phialides,
sont unicellulaires, de forme globuleuse ou elliptique, et de couleurs variables (Raper et
Fennel, 1965).

Figure 9: Téte aspergillaire d’Aspergillus ochraceus(A),

En microscopie électronique (B) (EIKhoury, 2011).

Les especes appartenant au genre Aspergillus produisent un certain nombre de mycotones, le
Tableau si dessous (Tableau 6) représente quelques toxines produites par le genre

Aspergillus.
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Tableau 6 : Quelques toxines produites par le genre Aspergillus (Pitt, 2000).

Espéces Toxines produites

Aspergillus flavus Aflatoxines Bl et B2, Acide aspergillique, Acide
cyclopiazonique, Acide kojique

Aspergillus fumigatus Fumigaclavine, Fumagiline, Fumitoxine, Fumitremorgine
A et C, Gliotoxine

Aspergillus niger Malformine, Naftoquinone

Aspergillus ochraceus Acide kojique, Ochratoxines, Acide pénicillique, Acide
sécalonique A

Aspergillus terreus Citrinine, Patuline, Territrem, Terréine, Terrétonine

Aspergillus versicolor Stérigmatocystine

11.13.3 Le Genre Fusarium :

Les Fusarium sont des champignons filamenteux appartenant au genre Deutéromycete.
Ce genre comprend entre 50 et 100 espéces anamorphes. Le nom Fusarium vient du latin
"fusus”, qui signifie fuseau, en référence a la forme des conidies. Ces champignons se
développent rapidement et produisent des colonies planes, d'aspect cotonneux voire
floconneux, avec des couleurs claires telles que créme, blanc, saumon, violet, brun et jaune
(Chermette et Bussieras, 1993).

Le principal caractere morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées (Messiaen et Cassini, 1968). Les Fusarium se caractérisent par
trois types de spores (Figurel0).

F. graminearum F. poae
A et B : macroconidies ActB: macL‘oconidies : C et D microconidies
Barre d’échelle 25um Barre d’échelle : 25 um

Figure 10 : Caractéres morphologiques primaires de deux especes de Fusarium
(Leslie et Summerell, 2006).
Les espéces appartenant au genre Fusariumproduisent un certain nombre de mycotoxines, le

tableau si dessous (Tableau7) représente quelques toxines produites le genre Fusarium.
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Tableau 7 : Quelques toxines produites par le genre Fusarium(Pitt, 2000).

Espéces Toxines produites
Fusariumculmorum Trichothécenes B, Zéaralénone, Culmorine, Fusarine C
Fusariumavenaceum Moniliformine, Fusarine C
Fusariumgraminearum Trichothécénes B, Zéaralénone
Fusariumoxysporum Acide fusarique, Moniliformine, Oxysporine
Fusariumpoae Trichothécénes A, Fusarine C
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I11.1.La nature et L’origine des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites toxiques secondaires produits par certaines
moisissures qui se développent dans divers produits agricoles sous des conditions
environnementales specifiques (Krska, 2009). Ces substances sont de faible poids
moléculaire, variant entre 200 et 10 000 daltons. Actuellement, on connait entre 300 et 400
mycotoxines (Pamel et al., 2010). Ces molécules sont caractérisées par leur faible solubilité
dans I'eau, leur faible volatilité, et leur difficulté a étre métabolisées par les organismes. De
plus, elles sont trés stables en présence d'acidité et de chaleur (Ruppol et al., 2004).

Les sources chimiques des mycotoxines sont variées. Certaines dérivent de l'acide
polyformique, comme les aflatoxines (AFs), I'ochratoxine A (OTA), la patuline, entre autres.
D'autres proviennent d'acides aminés, tels que les alcaloides de I'ergot, I'acide aspergillique, et
le ciclopirox. Enfin, certaines mycotoxines sont des dérivés terpéniques, comme le
déoxynivalénol et la diacétoxyrosinone (Leclerc et al., 2005).

I11.2. Mycotoxines
111 .2.1. Définition Le terme "*mycotoxine"

Est une combinaison du mot grec "mykos™" (champignon) et du mot latin "toxicum"
(poison). Sont des métabolites fongiques (secondaires) sécrétés par les moisissures
(champignons filamenteux) qui se développent sur certaines denrées alimentaires, en
particulier sur les céréales.

Parmi les milliers des genres et d’especes des champignons, il n’en existe que cing
genres des champignons toxinogenes qui est produites les toxines :

- Aspergillus .- Fusarium .- Penicillium .- Alternaria .- Claviceps . Présentes dans I'eau, I'air et
dans le sol .Ne jouantes aucun role dans le développement des champignons contrairement au
métabolites primaire. Une fois ingérer, inhaler, absorbés par la peau ,il provoque des effets
néfastes, les maladies ou la mort pour I'nomme et I'animal . S'installer a toutes les stades
:Champ, récolte, stockage, produit a consommeé.

I11. 2.2. Production des mycotoxines

Les mycotoxines sont générées par cinq genres de champignons : Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria. Les mycotoxines les plus significatives
comprennent les aflatoxines, les ochratoxines, les trichothécénes, la stérigmatocystine, la
z€aralénone, la citrinine, la patuline, I’acide pénicillique et les fumonisines (Dieme et al.,
2017) .
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Il est également important de noter que, dans la plupart des cas, les consommateurs
humains et animaux sont exposés a plusieurs mycotoxines simultanément. Cette situation
s'explique par trois raisons principales : (i) une mycotoxine peut étre produite par plusieurs
especes de champignons différentes, (ii) une méme espéce de champignon peut produire
plusieurs mycotoxines en méme temps, et (iii) les repas (ou rations pour les animaux) sont
généralement composés de divers aliments ou d'aliments préparés a partir de plusieurs
matiéres premieres, chacune pouvant étre une source différente de toxines (Binder et Krska,
2012).
111.2.2.1 Température ( T °)et activités d'eau( AW) optimale:

- Aspergillus flavus ,A parasiticus (Aflatoxine 33 C°, 0.99.
- A. Ochraceus (Ochratoxine 30 C°, 0.98.

- Fusariumgraminearum( zearalenone ) = 25 -30 C°, 0.98 .
- penicilliumexpansum( patulin ) = 0- 25 C°,0.95-0.99 .
I11.3 Les principales mycotoxines

111.3.1 Les Aflatoxines

Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites secondaires produits par des champignons
tels qu'Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius (Kensler et al.,
2011). Ces contaminants naturels, présents dans les aliments pour humains et animaux, sont a
l'origine de divers problemes, notamment des carences nutritionnelles, une
immunosuppression, un cancer du foie, ainsi que des effets mutagenes et tératogénes
(Wagacha et Muthomi, 2008).

Elles ont été découvertes pour la premiére fois en Angleterre en 1960, apres des cas
d'intoxication dans un élevage de dindonneaux (Adams et al., 2002 ; Chapeland et al.,
2005). Ces champignons proliférent principalement dans les régions chaudes et humides. On
les retrouve dans divers aliments tels que les noix (arachides, pistaches, noisettes), les grains
(mais, millet, sorgho), le coton, les épices et le lait (Brochard et le Bacle, 2009).

Les conditions idéales pour la croissance et la production d'aflatoxines nécessitent une
faible activité en eau, entre 0,84 et 0,86, ainsi qu'une température comprise entre 25 et 40°C
(Alban, 2016).
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Figure 11 : Métabolisme de I’AF B1 dans le foie (Afssa,2009).

e Propriétés toxicologiques et effets sur la santé Par ordre de toxicité décroissante, on
retrouve : AFB1, AFM1, AFB2 et AFG2. Actuellement, ’AFBI1 est la seule mycotoxine
identifiée comme cancérogéne, et est classée par I’Agence Internationale de Recherche sur
le Cancer dans le groupe 1 comme un cancérogéne potentiel chez I’homme et les animaux
Tandis que le potentiel cancérogene expérimental de I’AFM1 est 10 fois moindre que celui
de ’AFBI1. Le mais, le bl¢, le riz, les épices, fruits secs et noix des régions tropicales et
subtropicales Malgré sa toxicité aigué et son potentiel cancérogéne, AFM1 est considérée
comme un produit de désintoxication (Brochard G,2009 ;Bouti et al., 2018 ; Ortega-
Beltran A, et al., 2019). L’AF B1 est la mycotoxine la mieux étudiée et la plus répandue et
I’agent cancérigéne naturel le plus puissant (Ait Mimoune et al., 2018),

Elle présente a la fois des propriétés cancérogénes, mutagéenes, tératogenes,
hépatotoxiques, et immunotoxiques. Cette AF a été étudiée de maniére approfondie en ce qui
concerne son pouvoir létal et sa létalité in vivo chez divers animaux de laboratoire (Brochard
G,2009)

Les maladies causées par la consommation d’AFs sont désignées par aflatoxicose. Une
aflatoxicose aigué entraine la mort et l'aflatoxicose chronique entraine le cancer, une
suppression immunitaire et d'autres conditions pathologiques « lentes ». L’hépatotoxicité est
la caractéristique majeure de I’AF BI1. Il existe des différences substantielles dans la

sensibilité des espéces. Autrement dit, au sein d'une espéce donnée, I'ampleur de la réponse
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est influencée par I'age, le sexe, le poids, le régime alimentaire, I'exposition a des agents
infectieux et la présence d'autres mycotoxines et de substances pharmacologiquement actives
(Bennett JW, Klich M, 2003).
II1.3.2 L’Ochratoxine A

Les ochratoxines, incluant les types A, B et C, sont une famille de mycotoxines
produites par des moisissures des genres Aspergillus et Penicillium. L'ochratoxine A (OTA)
est la plus répandue et la mieux connue (Rkiba, 2020).

Découverte en 1965 par une équipe sud-africaine lors de recherches systématiques sur
les mycotoxines, ’OTA est un métabolite secondaire de champignons. Elle est réputée pour
ses effets néphrotoxiques puissants, ses propriétés tératogenes, ainsi que ses effets

immunotoxiques.
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Figure 12. Voies métaboliques de I’OTA (Afssa, 2009).

e Propriétés toxicologiques et effets sur la santé.

La toxicit¢ de I’OTA est due a sa structure chimique ; son atome de chlore et son
groupement phénolique, ainsi que sa partie isocoumarinique jouent un rdle important.
L’OTA est connue pour sa néphrotoxicité chez toutes les espéces animales étudiées a ce jour.
De plus, cette toxine est dotée d’un pouvoir tératogéne et carcinogene puissant, elle est
également immunotoxique, neurotoxique, et hépatotoxique (Moularat S, 2006 ; Bennett JW,
2003).

L’OTA est une molécule chimique, classée dangereuse a cause des effets toxiques qu'elle
représente aussi bien chez I'nomme que chez I'animal ainsi que sa présence dans divers types
d'aliments. A la suite de la découverte des néphropathies spontanées humaines et animales,
des études expérimentales ont ét€ menées afin de démontrer I’implication de I’OTA dans ces
maladies. Des études toxicologiques réalisées sur des animaux du laboratoire (Rosa 2002) ont

montré que cette toxine peut avoir plusieurs effets, tels que des effets néphrotoxiques,
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génotoxiques, immunosuppresseurs, tératogenes, neurotoxiques et cancérigenes. Sa
toxicitéreste cependant trés variable et dépend du sexe, de I’espéce et du type cellulaire
(O'Brien, 2005).

111.3.3 Les Trichothécénes

Les trichothécenes (TCT) sont des mycotoxines produites par diverses espéces de
Fusarium, notamment Fusariumculmorum, Fusariumgraminearum,
FusariumpoaeetFusariumsporotrichioides. Les mycotoxines les plus étudiées dans ce groupe
sont le déoxynivalénol (DON) ainsi que les toxines T-2 et HT-2 (Oms, 1980).

Les trichothécénes provoquent divers effets toxiques, principalement gastro-
intestinaux, tels que des vomissements, des diarrhées et des inflammations intestinales. De
plus, ces mycotoxines sont généralement immunosuppressives (Whitlow et al., 2001).

111.3.4 La Zéaralénone

La zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine produite par certaines especes de Fusarium,
telles que Fusariumgraminearum, lorsqu'elles infectent diverses céréales pendant la récolte, la
transformation commerciale et le stockage (Zinedine et al., 2007). La ZEN peut provoquer
des problemes de reproduction chez les animaux comme les bovins, les porcs et les volailles,
et potentiellement chez les humains. On trouve fréquemment la ZEN dans le mais, les
produits dérivés du mais, le sorgho et le seigle dans le monde entier (Jonathan et al., 2015).
111.3.5 Les Fumonisines

Les fumonisines sont un groupe de mycotoxines produites par certaines espéces de
Fusarium, telles que Fusariumverticillioides et Fusariumproliferatum (Xing et al., 2014), qui
infectent les cultures de céréales dans des conditions climatiques spécifiques. La fumonisine
B1 est la plus courante dans les aliments destinés au bétail et aux humains (Ducret, 2000).
Chez les animaux, l'ingestion de FB1 peut entrainer une leucoencéphalomalacie, un cedéme
pulmonaire, ainsi que des maladies du foie et des cancers comme I'hépatocarcinome. Chez
I'homme, elle est associée a un risque accru de cancer de I'cesophage (Jonathan et al., 2015).
111.3.6 La Patuline

La patuline (PAT) est un métabolite toxique secondaire produit par de nombreuses
especes des genres Penicillium et Aspergillus. Elle est considérée comme un contaminant
alimentaire naturel, particuliérement présent dans les fruits avariés, notamment les pommes et
leurs dérivés (Ake et al., 2001). Les études expérimentales sur la PAT révelent qu'elle est une
neurotoxine et qu'elle provoque des altérations pathologiques séveéres dans les organes

internes (Damien, 2015).
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Tableau 8 : Les différentes mycotoxines

w0
(<B)
E o ) Les aliments Pont
S moisisure nombres pathologie . -
S contaminés satiation
>
p=
20 mais 6 type
o | " Aspergillus plus érudite : Hepatotoxique
= flavus Mutagene -Blé Stage de
IS " AFB1, AFB2 Cancérogeéne _ Srockage
= | = Aspergillus = AFG1, AFG2 Immunotoxique |- farine 9
< parasiticus - Pain
= AFM1, AFM2
= Aspergillus - s
" ochraces -Cheps
2 . = OTA . : -, NoiX
‘% | ® penicillium Néphrotoxique
o « OTB Lo Stage de
2 Cancerogene - vende
o verrucosum A stockage
5 = OTC Mutagene  fromage
O | = penicillium g
mordicum -cacao,
-Café
® = Aspergillus SSP Neurotoxique
S | = Penicillium SSP mutagene  (in
© vitro)
o
= fumonisineprolif
2 eration = FB1 Neurotoxique
2 » FB2 Hépatotoxique = BIlé
2 = fumonisinvertici Immunotoxique = farine
Z | llioides = FB3 Cancérogéne
= Pain
. " =, mais
® » fusariumequiseti
S : : o = Cheps |L®
= = fusariumsenitelo | = ZEA Ostrogénique champ
G
8 |mim (le sol)
N

48




Chapitre 111 : Etude mycotoxicologique

I11.4 Synthese des mycotoxines:

La synthése des mycotoxines se produit a la fin de la phase active et directement dans
la phase stationnaire .Un ralentissement de certains métabolites, L’accumulation des
molécules, conversion des molécules en meétabolites secondaires Nécessite une souche
toxinogenes (souche reproductrice) .Possédant des enzymes speécifiques de conversion me
génome culster.Le génome culster s'exprime lorsque un ensembles des conditions
environnementales se trouvés : pH, T°,co2,Aw,composition des substrats
111.4.1 Voies de biosynthése de mycotoxines

Les mycotoxines sont classées en trois catégories principales selon leur origine
biosynthétique : les terpenes, les polypeptides et les peptides cycliques non ribosomiques
(Joanna en 2015).

a). La voie des acides aminés: fait référence aux unités constituant les protéines,
caractérisées par la présence des groupes -COOH et -NH dans leur structure chimique. Les
dérivés des acides aminés comprennent les alcaloides de I1’ergot du seigle, 1’acide
aspergillique, la roquefortine, les sporidesmines, 1’acide cyclopiazonique, la slaframine, la
tryptoquivaline et la gliotoxine( Alban en 2016).

b). La voie des polycétoacides, également connue sous le nom de polyacétates, englobe
des composes essentiels au métabolisme énergétique des cellules de tous les organismes
vivants. Des toxines telles que les ochratoxines, les aflatoxines, la zéaralénone, la
stérigmatocystine, la citrinine, la patuline et les rubratoxines résultent de la métabolisation des
polycétoacides.

c) La voie des terpénes consiste en des composés organiques principalement dérivés des
résines produites par les végétaux. Des toxines telles que la Toxine T2, le Déoxynivalénol, la
Fusarénone, les Roridines et les Verrucarines sont des exemples de dérivés des terpénes.

I11.5 Propriétés des mycotoxines :
% Molécules de faible poids moléculaire (< 1000da) ;
% Peu solubles dans I’eau;
% Difficilement métabolisées par les organismes vivants;
% Peu volatils ;

«» Tres stables: a Ph et Uv;

K/
*

% Thermostable " résistance jusqu'a 180 C°" ;

X/
°e

Soluble dans Les solutions organiques ;

X4

Sont des substances biologiques active ;

L)
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la plus part peuvent présenté diversité structurale chimique et souvent complexes, leur effet
biologiques différents ( cancérigene , mutagéne , tératogéne , Neurotoxique |,
immunosupperssif.....)

111.6. Biotransformation et mode d’action des mycotoxines

Comme tous les xénobiotiques, les mycotoxines subissent une biotransformation dans les
organismes animaux ou humains. Ces transformations se produisent principalement dans le
foie et le tractus gastro-intestinal, grace a I'action d'enzymes tissulaires ou de la microflore.
Les métabolites résultants sont souvent des produits d'oxydation d'origine hépatique, tels que
les hydroxyaphlatoxines (AFs M1, P1, Q1) ou I'nydroxyocratoxine. L'estérase est impliquée
dans la formation de nombreux dérivés hydrolysés des trichothécenes ou des fumonisines B1.
Pour la zéaralénone, le principal dérivé est le zéaralénol, formé par laction de
I'nydroxystéroide déshydrogénase dans le foie.

Les transférases hépatiques et intestinales jouent un role dans la liaison des métabolites,
et sont généralement considérées comme des enzymes de detoxification, facilitant
I'élimination des toxines sous forme de composés hydrosolubles : désacétyltrichothécenes ou
conjugués de l'acide glucuronique avec les hydroxyaflatoxines. Ces enzymes se lient
également a I'époxyde actif du glutathion (AFs, acide pénicillique) (Tableau 09) (Tannous,
2015).

Tableau 09. Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes

d’action cellulaires et moléculaires identifiés expérimentalement (AFSSA, 2006).

Mécanismes d’action

Toxine Effets cellulaires et
moléculaires
Formation d’adduit a I’ADN
Hépatotoxicité Peroxydation lipidique
AFs Geénotoxicité Bioactivation par cytochromes
Bl1+ M1 Cancérogeénicité P450
Immunomodulation Conjugaison aux GS-
transférases
Impact sur la synthése des
. o protéines.
nghroth_lqlte Inhibition de la production
OTA Génotoxicité ,
. d’ATP
Immunomodulation fy g
Détoxification par les
peptidases
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I11.7 Les voies de pénétration chez ’homme et I’animal

Les trois principales voies d'absorption des mycotoxines sont : l'inhalation, l'ingestion
d'aliments contaminés et, plus rarement, le contact avec des plaies. Dans le milieu
professionnel, la contamination se fait essentiellement par les voies respiratoires. Des études
ont montré que les mycotoxines peuvent prédisposer ou aggraver des conditions telles que
I'alvéolite allergique, le cancer du poumon, du foie, des reins et d'autres maladies. L'activité
physiopathologique des mycotoxines est influencée par divers facteurs, tels que leurs
propriétés chimiques, leur concentration, la durée d'exposition et la sensibilité de I'individu ou
de I'espéce exposée. Une fois inhalées, les particules organiques et les poussiéres contaminées
par les mycotoxines se dissolvent dans le liquide des alvéoles pulmonaires et pénetrent dans la
circulation sanguine. Toutefois, ce type de contamination n'est pas contagieux. Pour les
agriculteurs, le risque de contamination par inhalation est particuliérement élevé dans
I'environnement de travail, notamment en présence de toxines dans les poussiéres de céréales
(Heit, 2015).

Avant de passer par les voies urinaires et/ou fécales, les mycotoxines passent par
différentes étapes métaboliques et excrétrices, en fonction de leurs propriétés physiques et
chimiques (Figure 13) (Jard, 2009).

’ Inhalation Cutanée
Ingestion
Bouche Nez ou bouche
l l Fluide
Systéme Poumons Extraccllulai:\‘
digestif \ l \ Giaisse
Cycle
entérohépatique Foie » Sang et lymphe Organes Cheveux
/ / l \ I OllglCS
P Reins Peau
. oumon )
;?ule Glénd’e's de Tissus mous
l sécrétions Os
Féces (glandes\‘
; - i Sécrétions
Air expiré Vessie mammaires, . ion:
l glandes (Sueur. lait.
sudoripares) Salive. pleurs)
Urine

Figure 13. Principales voies d’absorption, de distribution, métabolisme et d’excrétion des
mycotoxines (Jard, 2009).
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I11.8 Les aliments contamineés par les mycotoxines :
Peuvent étre classés en deux groupes:
= Les aliments d’origine végétale :
Les céréales présentent le plus grand facteur de risque, compte tenu de leur consommation
importante, Les autres produits d’origine végétale sont les fruits et Iégumes secs, les épices, le
café, le cacao et les jus de fruits et leurs produits de fermentation.
= Les aliments d’origine animale.
Parmi les produits et aliments d’origine animale, le lait, les viandes, les abats et tout ce qui en
dérive.
111.9 Les facteurs influengant la production des mycotoxines :
La formation de mycotoxines est largement influencée par une interaction complexe entre
plusieurs facteurs intrinséques et extrinseques.
111.9.1 Facteurs intrinseques:
111.9.1.1 Les facteurs biologiques :
la présence de géne cluster responsable de I'enzyme de conversion.peuvent étre liés a I'espéce
fongique, a la spécificité de la souche et a l'instabilité des propriétés toxiques. Une méme
toxine peut étre produite par différentes espéces, parfois appartenant a différents genres, et
une méme espéce peut produire plusieurs mycotoxines. De plus, la présence de plusieurs
espéces fongiques sur la méme denrée a généralement un effet inhibiteur sur la production de
toxines, en raison de la compétition pour le substrat et du potentiel de certaines souches a
dégrader les toxines (Le baras et al. , 1987) .
111.9.2 Facteurs extrinséques :
111.9.2.1 Facteurs physiques:

e Température :
La température joue un role prépondérant sur la croissance et la physiologie des moisissures
et en outre sur la compétition entre les especes. La plupart des champignons sont mesophiles
avec des optima de croissance variant de 25 °C a 35°C. Pour d’autres, ils sont psychrophiles
ou psychrotolérantes(Botton et al., 1990).
La température permettant une toxigenése optimale est en général voisine de la température
optimale de croissance (Pfohl-Leszkowicz,1999). Par ailleurs, les mycotoxines peuvent étre
élaborées a des températures généralement inférieures a celle de la croissance (Samson et al.,

2004). En ce qui concerne les Aspergillus de la section Nigri, de facon générale,

52



Chapitre 111 : Etude mycotoxicologique

la production d’OTA se fait dans un trés large intervalle de température (Esteben et al.,
2004).

o Activité de I’eau ( Aw):
Quelle que soit la nature de I’aliment, aucun micro-organisme ne peut se développer a une
Aw inférieure a 0.65. Il s’agit d’un parametre dont I’influence est déterminante sur le
développement des moisissures ainsi que sur la production de mycotoxines (Belli et al.,
2004).

e pH:
Le pH du milieu est un facteur important pour la croissance des moisissures et la
production des mycotoxines. La plupart des moisissures croissent dans des pH acides et
peuvent tolérer des valeurs de pH trés basses (Le baras et al. , 1987).

e Endommagement des grains
Les grains cassés, fissurés ou altérés par les insectes et les acariens constituent des foyers
favorables pour le développement des moisissures qui, apres leur envahissement libérent
les toxines (Le baras et al .,1987).
111.9.2.2 Facteurs chimiques:

e Composition gazeuse :

C'est exact. La plupart des moisissures prosperent en présence d'oxygéne, mais une
réduction de la pression partielle en oxygéne et une augmentation de la teneur en dioxyde de
carbone peuvent inhiber leur croissance et leur capacité a produire des toxines. (Derache,
1986). Effectivement, une fois exposées a l'air libre ou & une ventilation, les moisissures
peuvent réagir en produisant rapidement des toxines, souvent en réponse au stress cause par le
changement d'environnement. C'est pourquoi il est crucial de gérer les moisissures avec
précaution, en prenant des mesures appropriées pour éviter une exposition excessive aux
toxines. (Le baras et al., 1987).

e Traitements agricoles:

Plusieurs facteurs peuvent influencer la production de mycotoxines dans les champs. Le
labour, la rotation des cultures, l'utilisation de fongicides, la variété des plantes et les
conditions géographiques peuvent tous jouer un role dans la prévalence et la concentration des
mycotoxines dans les cultures. C'est pourquoi une approche intégrée est souvent nécessaire

pour minimiser les risques liés aux mycotoxines dans I'agriculture (Le baras et al. , 1987).
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e Nature du substrat:

Latoxigénese est fortement liée au substrat sur lequel les moisissures se développent. Sur les
denrées alimentaires, une espéce dominante peut souvent étre associée a la production de ses
toxines spécifiques. Cependant, en général, la production d'aflatoxines et d'OTA (ochratoxine
A) est d'abord favorisée par la présence de glucides dans le substrat, suivie par les lipides,
puis par les protéines. Cela souligne I'importance de contréler non seulement les moisissures
elles-mémes, mais aussi les conditions environnementales et la composition du substrat pour
réduire les risques liés aux mycotoxines. (Lund et al., 2003).

111.10. Prévention :

Pour empécher la formation des mycotoxines sur les céréales avant la récolte ou
stockée apres la récolte :
111.10.1 Les différentes stratégies :
a) le respect des bonnes pratiques agricoles ""BPA" :
- Assurer a la récolte sur pied de bonnes conditions écologiques, irrigation suffisant, apport
de minéraux... Et éviter les conditions écologiques favorables a I'infection fongiques
- Eviter les résidus de plants intoxiques afin d'empécher le risque de contamination a la
récolte suivante ou aux autres plantes (Quilien,2000).
-Respecterla rotation des cultures pour reduire le tranfert de moisissures d'une année sur
vautre , il faut récolter des grains arrives a maturité (Jean, 2007).
- Le matériel de récolte doit étre propre, on évitant lI'incorporation de terre lors de la récolte
qui apporte des contaminants avec elle (Boudra, 2003).
b) Le respect des bonnes pratiques de stockage ""BPS **:
- Les lieux de stockage doit étre : frais, propre, secs,aérés, T° contrblée.
- Eviter les points d'échauffement lors du transport et du stockage, et effectuer un pré -tri
avant le séchage et I’entreposage, pour retirer les contaminations superficiels apportes par les
débris de végétaux et la terre
- Ainsi il convient d'appliquer les bonnes pratiques d' hygiéne "BPH " pour assurer la sécurité
sanitaire des aliments et du consommateur(Blay et Carre ,2005).
111.10.2Décontamination et détoxification:
e Méthode physique: simple, demandent beaucoup de temps et le tri permettant déliminier
une part des mycotoxines sans altérer les propriétés nutritives, ni l'aspect des denrées
.0(Berthier et valla, 2001 ; Gallotti et al ,2006).
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e Méthode chimique : ajouter une variété des agents chimiques tels que les acides et les
base (ammoniaque soud ), mes agents oxydant ( peroxyde d'’hydrogene, ozone), les agents
réducteur (bisulfites ),les agents chlorés( hypochlorite de sodium)(Jenimli, 1977).

e Meéthode biologique : ajouter les micro-organismes ayons le potentiel de dégradation des
mycotoxines : Bactéries lactique, Bifidobacterie...... Car elles possedent des structures pariétal
capable de se lier aux mycotoxines. Flavobactériaceas peut fixer I' AFB 1 et la rendre inactive.
-Nouveau stratégie de lutte : HazardAnalysisCritical Contrdle point "HACCP"
Réglementation (Quilien, 2002).

111.11 ’échelle mondial

Tableau 10 : valeurs guides recommandées par le Codex Aimentarius pour les échanges

mondiaux de denrée alimentaires destinée a ’homme

Teneurs maximales

Mycotoxine

Denrées

admissibles

Aflatoxine B1

Alimentation infantile

Aflatoxine M1 Lait 0.5
Ochratoxine A Céréales 5
Patuline Pommes (jus et produits a base

de ) 50

111.11.1 En Algérie :

Arrété du 11 octobre 2006 - Rendant obligatoire la méthode de dosage de I’aflatoxine B1 et la
somme des aflatoxines B1, B2, G1 et G2 dans les céréales, les fruits a coque et les produits
dérivés. -Domaine d’application: pour la détermination des teneurs en aflatoxines >8 pg/kg -
Extraction par le méthanol et dosage par CLHP/fluorescence et dérivation post-colonne a
I’10de .

111.12Méthode de détection des mycotoxines :

111.12.1 Méthode physico-chimique :

111.12.1.1 La chromatographie sur couche mince "CCM™":

Séparer les toxines a l'aide d'une phase liquide migrant sur phase solide apolaire ou
polaire fixées sur une plaque de verre. En fin de migration, la lecture de la plaque peut
s'effectuer a l'aide d'une lampe UV pour les mycotoxines fluorescent naturel ou avec réactif
chimique. bonne étape de criblage des échantillons mais la quantification est difficile
(Arbeault et Daussant, 2006).
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111.12.1.2 la chromatographie a haute performance ** HPLC **:

Plus sophistiquée que la CCM , Séparer éfficacement les mycotoxines. - utilise une
phase mobile migrant a travers une phase solide granuleuse polaire ou apolaire placée dans
une colonne. la détection des mycotoxines réalisée dans UV, ou fluorescence. Requiert
l'acquisition d'instruments onéreux et peut étre automatisée, facilitant ainsi I'analyse
successive de plusieurs échantillons sans la présence de l'opérateur(Dragcci et Vremy,
1999 ;Arbeault , 2006).

111.12.2 Méthode immunochimique :
111.12.2.1 Elisa:

technique de dosage de type immunoenzymatique EIA Enzymes ImmunoAssay plus
répondu. trés dépendants de I'anticorps utilisé dont les caractéristiques variant selon
I'immunogéne .limite le nombre restreint d'expérience, elle souligne cependant les variations
notables selon l'immunogénr utilisé. - s'effectue sur mince titration de 96
puitsArbeault,2001 ; Atanasova-penichon, 2006).

111.12.3 Méthode biologique :
Utilisent les propriétés de ATB de la majorité des mycotoxines a I'égard

Saccharomyces cervisiae, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis(Tarr,1996).
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Materiel et Méthodes
Notre travail a été réalisé au Laboratoire de Pédagogique de Université Dr Molay Tahar
de la wilaya de Saida, dans une période de 4 mois (février-mai), I’objectif de ce travail porte
sur :
> Collecte des eéchantillons du blé dur et blé tendre stockeés et le biofilm au niveau de CCLS
de la wilaya de Saida.

> |solement et identification de moisissures .

> Détermination du pouvoir toxinogénes des isolats sur des milieux sélectifs pour chaque
genre.

> Détection des mycotoxines présents par chromatographie sur couche mince (CCM).

V. 1. Mateériel

IV.1.1 Echantillons utilisés
Au cours de ce travail, nous avons collecté des échantillons du blé dur (Triticum durum) et
du blé tendre (Triticum aestivum) stockes et le biofilm au niveau de Coopérative des Céréales

et des Légumes Sec (CCLS) de Saida. Le stocke date de la saison de récolte de I’année 2023

IV.1.2 Milieux de culture

Les milieux de cultures utilisés pour 1’isolement et I’identification morphologique des
principaux genres et espéces fongiques ainsi que pour la production des mycotoxines sont les
suivants :

« Milieu Potato, Dextrose, Agar (PDA) (Raper et Fennell, 1965)

» Milieu Czapek, Yeast, Agar (CYA) (Pitt et Hocking, 1997)

« Milieu extract Malt Agar (MEA) (Riddish 1919)
Milieu 25ar% Glycerol Nitrat Agar (G25N)
Milieu Czapek Dox Agar (CDA)

La composition chimique de ces milieux est donnée en annexel.
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V.2 METHODES

1V.2.1 échantillonnage

Les analyses effectuées ont porté sur les grains du blé dur et du blé tendre non traités et
stockés qui nous ont été fournis par les Coopératives des Céréales et des Légumes Secs
(CCLS) de wilaya de SAIDA (photo 10). Trois échantillons représentatifs de 1 a 2 kg pour

chaque types de blé ( dur , tendre) et 1 pour le biofilm prélevée en différent période selon les

normes de I’'UE (EC2006) et sont réparti comme suit (Tableau 11).

Photo 10 : Site de prélévement Coopératives des Céréales et des Légumes Secs (CCLS) de

wilaya de Saida.

Tableau N 11: Origine et date de prélevements des échantillons

NO

échantillons

Date de Poids
prélevements | (g)

origine

Blé dur local 1

2000

1 | Blé tendre local 1 04.02.2024 | 2000
Biofilm 1 500
BIé dur local 2 2000

2 | Blé tendre local 2 11.02.2024 | 2000
BIé dur local 3 2000

3 | BIé tendre local 3 25.02.2024 | 2000

Adresse : Zone industrielle
Rebahia . Rout National N° 06
Wilaya de Saida

Localisation :

34°51'27.5"N 0°08'49.0"E
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IV.2.2 Analyses physico-chimiques :

a. Détermination de ’humidité

C’est une méthode qui consiste a effectuer un séchage d’une prise d’essai de chaque
échantillon a une température de 105 °C pendant 24h jusqu’a 1’obtention d’un poids constant,
par la suite on calcule I’humidité de chaque échantillon par la formule suivante (Multon,
1982 ; Gacem et al., 2011) :
Humidité % = poids avant séchage - poids apres séchage / poids avant sechage x10.

b. Détermination du pH:

L'estimation de I'acidité ou l'alcalinité de nos échantillons on prépare une solution a base
de 45 ml d'eau distillée et de 5 g d'échantillon broyé. Apres agitation et repos d'une heure, la
mesure du pH est réalisée a l'aide d'un pH meétre. Chaque mesure repérée 3 fois et en prend la

valeur moyenne (Rashdi,2004).

Photo 11 : Mesure de pH ed’un échantillon par le pH métre .
IV.2.3 Analyses mycologiques:

1V.2.3.1 Détermination du pourcentage des grains casses :
(état physique des grains)

L’enveloppes des grains constitue un barriére contre les agression biologique, de ce fait,
toutes atteintes mécaniques du grain sont favorables a ’entrée et aux développement des
champignons en cours de stockage et a ’attaque d’insectes, ainsi les grains endommagés
deviennent un terrain favorable a I’infestation par A. flavus et A.parasiticus et a la pénétration
de I’inoculum a I’intérieur de la graine (Hessetline et al.,1981). Il est important donc de
minimiser le taux des grains brisés
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I1 s’agit donc de comptabiliser le taux des grains cassés par rapport a une prise d’essai de
100 g de chaque échantillon de blé tendre.

IV.2.3.2 Dénombrement de la flore fongique :

Chaque germe viable forme un thalle aprés incubation en milieu ensemencé. Le nombre
de thalles correspond donc au nombre, de germes viables présents dans I'inoculum. Compte
tenu de la dilution, ce nombre pourra étre ramené au nombre de germes contenu, dans 1g de
produit analysé(Botton et al.,1990).

Les méthodes de dénombrement des moisissures les plus sollicitées dans le cas des
grains et graines sont :

> La méthode d’Ulster, ou méthode « directe », qui ne s’applique qu’aux grains
entiers,
> La méthode classique «des dilutions -ensemencement» qui concerne
également les produits fractionnés. (Cahagnier, 1988).
1V.2.3.2.1 Méthode directe:

La méthode directe est la méthode préférée pour détecter, évaluer et isoler des
mycetes des nourritures particulaires telles que des grains et des noix.

Une céréale saine posséde des capacités supeérieures a 90%. Le pouvoir germinatif sert de
mesure pour évaluer 1’aptitude au stockage d’une céréale. Ce processus est plus efficace pour
étudier la qualité mycologique inhérente, et permet également une bonne évaluation de la
présence potentielle des mycotoxines. Les résultats des analyses par ensemencement direct
sont exprimés en taux de particules contaminés.

Elle permet éventuellement de localiser les éléments actifs de la microflore qui donne
des colonies visibles sur les grains et détermine dans un lot de grains donné le pourcentage de
grains contaminés par tel ou tel genre et espéce de moisissures. (Cahagnier, 1988).

a. Méthode d’Ulster (M.U) :

C’est une méthode de mise en évidence des moisissures de surface et de profondeur des
grains. Elle consiste a déposé 100 grains de chaque échantillon, pris au hasard, dans des boites
de Pétri stériles tapissées de papiers filtres imbibés d’eau distillée stérile a raison de 10 grains

par boite. Les boites sont incubées a 25 + 2°C pendant 5 a 7 jours.
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Photo 12 : Méthode d’Ulster (BDL, BTL)

b. Méthode d’Ulster modifiée (M.U.M) :

C’est une méthode de mise en évidence des moisissures de profondeur des grains. Nous
avons procédés a la désinfection superficielle des grains en utilisant I’hypochlorite de sodium
(NaCl;03), 100 grains de chaque échantillon, pris au hasard, sont introduits dans 1’eau de
javel a 6° pendant 3 min, ensuite lavés avec de 1’eau distillée stérile trois fois de suite, puis
déposés dans des boites de Pétri stériles tapissées de papiers filtres imbibés d’eau distillée
stérile a raison de 10 grains par boite. Les boites sont incubées a 25 + 2°C pendant 5 a 7 jours

Photo 13 : Méthode d’Ulster modifiée (BDL, BTL)
1V.2.3.2.2 Méthode de dilution :

La méthode de dilution est utilisée pour I'analyse mycologique des nourritures
liguides ou en poudre aprés les avoir mis en suspension dans une solution
physiologique. L'intérét de cette méthode réside dans le fait que les propagules
fongiques sont dénombrées a partir de la .méme suspension meére, et qu'elle integre les
flores internes et externes. (Larpent, 1997)

On a utilisés deux milieux pour le dénombrement de ces propagules fongiques :
n PDA (Potatoes Dextrose Agar acidifiée) ;
n CDA (Czapek Doxtrose Agar) ;
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A partir des dilutions 10™, 10°de chaque échantillon blé (Dur, tendre) , deux boites de
chaque duitions sont ensemencées avec 1ml d’inoculum étalé en surface I’incubation se fait a
25+ 2°C pendant 5 a 7 jours.

NB : afin d’éviter la contamination bactérienne, le milieu PDA est acidifi¢ jusqu’a un pH de
4,5 — 5 en ajoutant 1 ml d’acide lactique a 25% par flacon de milieu. On peut également
utiliser le rose Bengal pour inhiber la croissance bactérienne, et limite la taille des moisissures
dans la boite pétri ce qui facilite le comptage ( Larpent, 1990).

En vue de I’obtention d’isolats purs, plusieurs repiquages successifs sur milieu PDA a ont

été réalisés. Les isolats sont repris sur des tubes de PDAa inclinés et incubés a 25 + 2°C

pendant une semaine ou plus. Afin d’assurer leur conservation, les tubes sont gardés a 4°C

Photo 14 : Méthode de dilution de deux échantillons étudiés

V.3 Isolements et dénombrement de la flore fongique sur milieux PDA et
CDA

Dans notre étude nous avons utilisé la méthode de suspension-dilution pour I’isolement
de la microflore fongique. Pour chaque échantillon ( blé dur ,blé tendre , biofilm) 1g de blé
broyés a été additionné a 9ml d'eau physiologique stérile, la suspension est agitée pendant 10
min, ce qui correspond & la solution mére. A partir de cette derniére, une série de dilutions
décimales est réalisée jusqu’a 10-6. Pour chaque dilution, un volume de 0,1 ml est ensemencé
en surface sur une gélose PDA et CDA (Annexe 1), cette opération est réalisée en duplicata.
Les boites sont en suite, incubées a 25°C pendant 5 a 7 jours.
1VV.3.1 Identification des isolats
L'identification des isolats est faite a l'aide de clés dichotomiques et d'ouvrages
d'identification, en faisant essentiellement appel aux caractéres culturaux comme la forme, la

couleur, la pigmentation et le diamétre, et aux caracteres morphologiques microscopiques
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(mycelia et conidies), des moisissures isolées a 1’état pure (Botton et al., 1990).
1V.3.1.1 Identification macroscopique
Les caractéres morphologiques et culturaux sont déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur les deux milieux de cultures spécifiques PDA et CDA (Annexe), et
incubée a 25°C pendant 5 a 7 jours. L'identification se fait a I'oeil nue et elle se base
essentiellement sur les caractéres suivants :
» La vitesse de croissance (rapide, moyenne, lente)
» Latexture des colonies.
» La couleur des colonies.
» La couleur du revers de la culture.
1V.3.1.2 Observation Microscopique
L’observation microscopique a été réalisée par la technique du scotch qui consiste a
adhérer a 1’aide d’un bout de scotch une fraction mycélienne a partir d’une culture jeune et de
la coller sur une lame contenant quelques gouttes de bleu de méthyléne. 1l convient d’éliminer
I’excés de colorant autour du scotch avec une feuille de papier absorbant. Les observations
microscopiques sont effectuées aux grossissements x40 (Chabasse et al., 2002).
L'étude microscopique du mycélium est basée sur.
> L'absence ou présence de cloisons ;
> Couleur des filaments mycéliens ;

» Mode de ramification des cloisons ;

» Différenciation des thallospores ;

Photo 15 : coloration et observation microscopique des isolats.
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1VV.3.2 Repiquage et purification des souches

Aprés incubation, les souches obtenues sont repiquées sur le PDA et CDA(Annexel)
jusqu'a obtention des souches pures. Pour la purification des souches, il suffit de prélever avec
une anse stérile quelques spores ou un fragment mycélien a la marge du thalle de chaque
colonie et de transférer I’inoculum sur un milieu neuf. Pour obtenir un développement typique
du champignon, I’inoculation a été réalisée en un seul point et non en stries c’est le cas pour
les bactéries en déposant la bouture au centre d’un milieu en boite de Pétri (Botton et al.,

1990). Les boites sont incubées a 25°C pendant 5 a 7 jours.

1VV.3.3 Conservation des isolats
Les moisissures purifiées sont conservées a 4°C apres avoir étre ensemencées sur gélose

PDA inclinées et incubées a 25°C pendant 5 a 7 jours.

Photo 16 : conservation d’un isolat dans un tube avis
V.4 Identification des moisissures:

Leur identification repose essentiellement sur [I'observation des caractéres de
développement, complétées par une description des caractéres culturaux tels qu'ils se
présentent dans des conditions précises (vitesse de croissance, texture des thalles, coloration
en se référant a un code des couleurs, revers des cultures, etc...). (Larpent, 1997)
1V.4.1 Identification des genres:

Technigque De Micro culture Décrite par HARIS (1989) Cette technique consiste a
inoculer les spores des moisissures sur des lames menées de petits carrés de PDAac (PDA
acidifier) solidifiés et les recouvrir par des lamelles. Les spores sont ensemencées sur les
limites périphériques du milieu pour leur fournir un potentiel d'oxygene élevé afin qu'elles
puissent germer.

L'ensemble est conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubée a 25 C°
pendant 3 a 5 jours. Aprés incubation, les lamelles aux quelles s'adhérent le mycelium sont,
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transférées sur d'autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol ou bleu de
coton pour l'observation microscopique aux grossissements x10, 40, 100. Les genres sont
déterminés par les caractéres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de
BARNETT (1972).

Photo 17 : Identification des genres par la méthode HARIS.

1VV.4.1.1 Identification des espéces d'Aspergillus et Penicillium

L'identification des moisissures est effectuée en utilisant un schéma taxonomique basé sur
les caracteres morphologiques. Selon PITT(1973) et RAMIREZ (1982), cette méthode est
dite single spore , basée sur la relation entre I'aw du milieu de culture et la température
d'incubation. Elle consiste a l'inoculation de quelques spores d'une culture jeune dans des
tubes a hémolyse contenant une suspension semi solide a base de 0,2% d'agar et 0,05m1 de
Tween 80.

w ldentification des espéces d'Aspergillus

L’identification des espéces d'Aspergillus se fait sur trois milieux différents a ,savoir :

= Malt Extract Agar (MEA) a 25°C, nous informe sur la couleur de thalle;

= Glycérol Nitrate Agar (G25N) a 25°C, milieu a base de glycérol (25%) ou l'aw est
faible;
Czapek Yeast Extract Agar (CYA) utilisé a deux températures de 5 et 37°C

W

Identification des espéces Penicillium

Czapek Dextrose Agar (CDA) a 25°C

Malt Extract Agar (MEA) a 25°C

Glycérol Nitrate Agar (G25N) a 25°C,

Czapek Yeast Extract Agar (CYA) utilisé a températures de 37°C

A

donnent une croissance variant selon I'aw a des températures variables.

66



Chapitre IV : Matériel et Méthodes

Les différents isolats d'Aspergillus et Penicillium sont inoculés comme le montre la figure

suivante :

CDA 25°C MEA, 25°C CYA, 37°C GjxsN, 25°C CYA, 5°C

Figure 14 : Types d'inoculation dans les différents milieux de culture

Types d'inoculation dans les différents milieux de culture Les boltes incubées a 37°C
doivent étre enfermées dans des sacs en polyéthylene pour empécher I'évaporation, donc
I'asséchement du milieu. A moins que I'humidité soit trés basse, les boites & 25°C ne subissent
pas d'évaporation excessive en 7 jours. Examen des cultures Pour toutes les cultures obtenues
apres 7 jours, l'identification est fondée sur la technique de Pitt selon les caractéristiques
suivantes (Pitt, 1973).

Diamétres de colonie On mesure les diametres des colonies macroscopiques en
millimétres sur le fond de la boite. La croissance ou la germination microscopique a 5°C est
évaluée par analyse en microscopie a faible grossissement, en mettant la boite de Pétri de 5°C
sur le champ optique du microscope et en examinant la lumiére transmise. (Bolton et al,
1990) Caracteres de colonie L'aspect de la colonie est examiné a I'oeil nu ou sous une loupe.
Pour déterminer les couleurs des colonies, on les examine a la lumiére du jour ou sous lumiere
fluorescente.

V.5 Analyses mycotoxicologiques :

Les extraits purifiés sont déposés sous un volume de 40 pul et la solution étalons (AFB, et
AFG pure) un volume de 10 pl.

La migration se déroule dans une cuve de verre en presence d'un mélange de
chloroforme/acétone (1/1, v / v) La détection qualitative de I' * AFB et 'AFG1 se réalise par
absorption de la plague de chromatographie sous une lampe UV a la longueur d'onde (lambda
= 360nm) dans ces conditions, I'AFB, se visualise par une tache de fluorescence bleue et I' *
AF*G_{1} se visualise par une tache de fluorescence vert. La détection semi quantitative de I
AFB, et I'AFGI peut s'obtenir par mesure visuelle en comparant l'intensité des taches

correspondant a la solution étalon déposée.
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IV.5.1 Recherche des souches productrices des mycotoxines

Toutes les souches d'Aspergillus niger ; Pinisilium ssp ; Fusarium culmorum. Identifiees
des prélevements analysés sont cultivées sur milieu P.D.Aac pendant 5 jours & 25 + 2°C et
sont soumises aux analyses mycotoxicologiques.
IVV.5.2 Ensemencement sur milieu Y.ES:

Les souches d'Aspergillus niger ; Pinicilium ssp ;Fusarium ssp et sont réensemencees sur
milieu Y.E.S (Yeast Extract Sucrose), riche en vitamines B complexes, ce milieu favorise la
métabolisation secondaire et induit les réactions anabolisantes. L'incubation se fait a 30 °C

pendant 14 jours

Photo 18: Filtration de biomasse formée sur le milieu YES

(@) :fusariumssp (b) : peniciliumssp (c) : aspergilus ssp
IV.5.3 Etraction

Aprés élimination de la biomasse formée sur le milieu YES (photo 18) , par filtration,

I'extraction des mycotoxines a partir du filtrat se fait suivant le protocole suivant ;
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50 ml du filtrat du milieu YES est additionnée a
100 ml de chloroforme

v

Agitation pendant 10 min

v

Séparation par ampoule a décompter

Récupération de la 1°" / i

phase chloroformique Phase aqueuse

v

Additionné a 50 ml de chloroforme

v

Agitation pendant 10 min

v

Séparation

v

Phase aqueuse

v

Additionné a 30 ml de chloroforme

v

Agitation pendant 10 min

v

Séparation

éme

Récupération de la 2
phase chloroformique

éme

Récupération de la 3
phase chloroformique

Figure 15. Protocole de I'extraction de I'aflatoxine (B1,G1)

Les 3 phases chloroformiques ainsi obtenues sont mélangées. Apres évaporation, I'extrait
purifié est alors soumis a une séparation chromatographique.
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Photo 19 : Extraction et concentration de 1’extrait qui contient des métabolites
secondaire
IV.6 Analyse chromatographique par C.C.M:
Extraction des aflatoxines: Aprés 14 jours d'incubation, on se débarrasse de la biomasse
formée en filtrant le milieu Y.E.S a travers du papier filtre. 50 ml du filtrat obtenu sont
additionnes a 180 ml de chloroforme, le tout est vigoureusement agité pendant 30 min, on

laisse ensuite le mélange décanté en utilisant une ampoule. (Ampoule a décantation).

La phase chloroformique ainsi obtenue est filtrée sur du papier filtre plissé puis
concentrée par évaporation sous vide a l'aide d'un rota vapeur jusqu'a un volume de 2 a 3 ml.
IV.6.1 Séparation chromatographique:

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base. Elle permet une
séparation efficace des produits, leur identification et leur quantification avec une bonne
précision. (Frayssinet et Cahagnier, 1982) Elle se fait sur une plaque de sélicagel sur
laquelle sont déposés deux spots de 20 ul et 40 ul de chaque extrait a analyser et 5 ul de
chaque solution standard d'aflatoxines.
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La plaque est ensuite placée dans une cuve chromatographique et trempée dans un
solvant d'élution constitué de Toluene, Acétaldéhyde et acide formique de volume

respectivement.

Photo 20 : la chromatographie sur couche mince (CCM ) des mycotoxines
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Chapitre V : Résultat et discussion

Il. Reésultats et discussions.
I1. 1. Résulta physicochimique et mycologique du blé tendre et dure

Durant cette premiére partie, 1’étude est portée sur le contréle (qualitatif et quantitatif) du
blé tendre et dur stocké. A cet effet, les analyses effectuées visent de prés 1’aspect
physicochimique, microbiologique et mycotoxicologique du blé tendre et dure utilisé.

I1. 1.1. Résulta physicochimique du blé tendre et blé dure
a- Humidité (H)

C’est un paramétre trés important parce qu’il influence sur le développement des
moisissures ainsi sur la production des mycotoxines, surtout dans les denrées peu hydratées
comme les céréales et produits dérives.

pour tous les échantillons de blé (BTL ,BDL ) la figure 12 permet de montrer que les
échantillons de blés tendre locales (BTL) est en générale plus humide que les échantillons de
blés dur locales (BDL) dont on lire les valeurs moyenne d’humidité relative suivante
(12,25%,11,25%,10,89%)respectivement pour BTL1 , BTL2 , BTL3 alors les valeurs les plus
élevées a été enregistrées dans les échantillons de BTL1 BTL2 avec des valeurs de 12.25% ,
11,25%, respectivement par contre les valeurs de BDL se situe dans un intervalle de (9,99% a
10,35% ) d’ou la valeurs la plus élevée est celle de BDL 3= 10,35%.

HR %
14
o,
12 - HR % Global
10 A
g | 11,5
m Blé dur
6 - 117 ,
W Blé Tendre ™ Blé dur
4 - 10,5 -
M Blé Tendre
2 T 10 -
0 ) T ) ‘ ; 9,5 ‘
Blé dur Blé Tendre
prelevementL'échantillons en trois semine consécutives
(a) (b)

Figure N° 16: Valeur moyenne de I’humidité relative d’échantillons de blé local
exprimé en pourcentage (a) : humidité relative de trois échantillons

(b) : valeurs moyennes globales des deux échantillons (BTL, BDL)
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La variété¢ importée présente un taux d’humidité ¢élevé et selon BENMANSOURBRIXI
(2005), les moisissures de stockage sont capables de croitre sur des substrats contenant 10 a
18 % d'humidité, avec un optimum de croissance compris entre 11 et 13 %.

MULTON (1982), BERTHIER et VALLA (1998), indiquent que ce développement

fongique est favorise par la relation entre la température et I’humidité

b- Le PH

Les résultats du pH des différents échantillons analysés blé (tendre, dure et biofilm)
reportés dans la Figure 17 montre que 1’ensemble des échantillons sont légérement acide.
Cela est due a I’effet tampon exercé par les protéines et qui approche le pH des céréales de la
neutralité.

Pour les trois échantillons, on peut noter que le biofilm présente une acidité Iégérement
élevé que les échantillons de BDL et BTL, dont on trouve les valeurs moyennes de pH se
situent entre (6,15-6,28) pour le biofilm et entre (6,32-6,44) pour le BTL et entre (6.52-6.66)
pour le BDL .

PH Global

6,6

6,5

6,4 - m Blé dur

6,3 - MW Blé Tendre

Biofilm
6,2

6,1 -

6 : ‘
Blé dur Blé Tendre Biofilm

Figure N° 17: les VValeurs moyenne du pH des différents échantillons analyseés :blé tendre
local et blé dur local

Selon DURON (1999), les champignons peuvent se développer a des pH compris entre 3
et 8 avec un optimum de croissance compris entre 5 et 6, de ce fait, nos échantillons
constituent un milieu favorable pour le développement du champignon.

Les meures de pH de tous nos échantillons ont révélé un pH légérement acide a neutre.
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I1. 1.2. Résulta mycologique du blé tendre et dure

a- Pourcentage des grains cassés (état physique des grains)

L’enveloppe de la graine du blé tendre constitue un barriére biologique contre les
agressions externes et la pénétration des nuisances, une fois cassés par le choc ou au cours du
battage ou méme pendant le transport mécanique au silos, il permet la formation d’un port de
contamination.

On observant la figure 14 des valeurs moyennes des grains cassés ,on constate que le blé
tendre locale(BTL) présente un taux de grains cassé supérieur , dont les valeurs moyennes
s’échelonnent généralement entre 2,5% et 2,89 % avec une valeur moyenne globale de
2,69%.Alors que les échantillons du blés dur locale(BDL) ayons des valeurs qui se situent
dans un intervalle de 1,78% et 2,3% avec une valeur moyenne globale de 2,04% .

Cette résultats peut étre causé par des bonnes conditions de récolte, notamment lors du
transport et du stockage.

A partir de 1’observation des résultats obtenus des deux paramétres précédents (taux de
grains cassées et I’humidité relative), on constate qu’il y a généralement une corrélation entre
ces deux paramétres montrer par la figure 15, d’ou I’échantillons qui présente un taux de
grains cassees éleveé, présente aussi une humidité 1égérement élevée. On peut lire par exemple
le moyenne de (taux de grains cassés BTL=2.69%, HR% BTL= 11,43%) (taux de grains
cassés de BDL = 1.99%, HR% BDL= 10,17%).

% %
3 3 -
2,5 -
4 2 .
2 M Blé dur
;. ] A
L5 M Blé Tendre 1 Blé dur
1 H Blé Tendre
0,5 - 0
0 Blé dur Blé Tendre
El E2 E3
(€Y (b)

Figure N° 18: (a) Pourcentage des grains cassés des différents échantillons de blé (BTL ,
BDL). (b) Valeur moyenne Globale des grains cassés(en pourcentage) des différents
échantillons de blé (BTL , BDL).

75




Chapitre V : Résultat et discussion

Les résultats attribués a la qualité physicochimique indiquent que les préléevements
analysés du blé tendre et dur (local ) renferment un pourcentage de grains cassés inferieur au
pourcentage fixé par les normes commerciales qui imposent qu’un blé de qualité ne doit pas
dépasser un pourcentage de 3% de grains casses (MOLINIE et al., 2005).

b- germination

Les valeurs moyennes du taux de germination des différents types de blé
analysés selon les deux méthodes d’Ulster et Ulster modifier sont affiché sur la

(photo 20) .

les échantillons de BTL présentent un pouvoir germinative plus élevée que BDL, pour
la méthode ulster les valeures située entre(90%-100%) de BTL et une moyenne globale de
(95%), alors que les valeurs de taux de germination pour le BDL située entre(10%-50%) avec
une moyenne globale de (30%) .

et pour la méthode ulster modifie les valeures située entre (70%-90%) de BTL et une
moyenne globale de 80%, alors que les valeurs de taux de germination pour le BDL située
entre(30%-40%) avec une moyenne globale de 35% , selon Cahagnier (1998) qui est de
80%, ce qui conduit & constater que le BTL analysés n’ont pas été sujets a une longue

période de stockage par apport le BDL.

Photo 21 :la germination du BD et BT selon les deux méthode
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100
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60 m Blé dur
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3 H Blé Tendre

u UM

Figure N 19 : Histogramme de germination des difféerent types de blé
a- Isolement et dénombrement de la Flor fongique

Les illustrations suivantes indiquent la microflore totale et spécifique ainsi obtenues sur
les différents milieux (PDAac, CDA) de culture de chaque échantillon par la technique des
suspension-dilutions et I'identification par la micro culture en se référant au manuel de Barnet
(1972).
L’exploitation des résultats obtenus par cette méthode permet I’appréciation moyenne du
degré de pollution (Taux de contamination). Les résultats de la flore totale sont présentés dans
le tableau 12.

Photo 22 : la fongiques dans les trois echantillonnes (BT , BD , Biofilm)
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Tableau 12. Les résultats de la flore fongique totale dans les trois échantillons

Les délutions

Milieu | |YPede

ble 10 107 10° 10 107 10°
culture

BDL 20% 15% 10% 5% 1% 0%
PDA BTL 30% 20% 20% 15% 10% 10%

biofilm 60% 60% 40% 30% 25% 10%

BDL 15% 12% 9% 4% 2% 0%
CDA BTL 28% 25% 16% 13% 10% 6%

biofilm 50% 37% 30% 29% 19% 6%

D’aprés les analyse mycologique effectué sur les deux milieux de culture PDA,CDA on
a constater que les moisissures préferent le milieu organique (PDA) qui été 1’égerment
charger que le (CDA). ). on signalions que les échantillons de biofilm été 1’égerment plus

charge avec un taux de contamination élevée par apport le BDL et BTL .

Cette différence est influencée parfois par les conditions climatiques, les conditions de
stockage (humidité, température et systeme de ventilation) et 1’installation d’une charge
fongique importante, ce qui peut entrainer une modification qualitative et quantitative de la
microflore (Le Bars et al., 1987 ; Wilson et al., 2002), rapportent que la contamination
fongique des céréales au champ ou pendant le stockage est directement liée aux conditions
hygrothermiques.

Plusieurs chercheures ont trouvé que le blé est contaminé par plusieurs souche fongique. Les
résultats de (Zebiri et al., 2020) montrent un taux de contamination moyen de 60% a 100%..
Ces résultats peuvent étre dus aux conditions climatiques (des températures et une humidité
élevées), aux mauvaises conditions du stockage ainsi que 1’absence de bonnes pratiques
agricoles.

La dominance des Aspergillus sur la majorité des échantillons. Notant I’intervention
prépondérante d’Aspergillus Niger a ce potentiel et en deuxiéme position les pénicilliums sur
les deux types de blé mais avec une légere augmentation sur le biofilm. La Figure 20 permet
de recenser certaines espéces appartenant aux flores de champ et intermédiaire des blés.

La variation des milieux vis-a-vis du taux de contamination n’a pas affectée la révelation

presque la méme flore contaminant avec la dominance des Aspergillus et des Penicillium.
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Figure 20 : Pourcentage de moisissures présentes dans chaque échantillon
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2333%_—
55 %
ASP NIGER
— m PSSP
F SSP

21,66 %

Figure N°21 : Pourcentage globale des moisissures.

a- purification et identification
Les grains de céréales forment un excellent substrat pour les moisissures (Mills, 1990).
Les résultats d’analyse mycologique montre une forte présence d’un nombre important et
diversifiée des espéces fongiques dans tous nos échantillons (BT , BD ).
Identifier un champignon, c’est d’abord lui reconnaitre 1’appartenance a un genre, qui est un
groupement d’organismes liés entre eux par des caractéres communs (Cahagnier, 1998), En se basant
sur 1’étude des caracteéres macroscopiques et microscopiques de chaque souche fongique sur le milieu

de culture.
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Tableau n°13 : Aspects macro-microscopique et les caractéristiques des souches

Aspects macroscopiques

Aspects microscopiques

(x10) (x100)

Recto Verso

N =
% N
[%2]
=
o
L.
[<B]
o
w0
<

Croissance rapide (3 a5 jours)
» | Milieu: PDA
£ | Aspect des colonies : duveteux puis
S | granuleux
S Couleur : - Recto : noir

- Verso : incolore a jaune
pale

Filaments mycéliens : larges, septes, réguliers

Tétes aspergillaires radiées bisériées

Conidiospores : Tres longs, Incolores ,Parfois bruns
dans leur partie supérieure

Grosses vésicules globuleuses

Conidies : Grosses, Globuleuses, Echaulées, Couleur
: brun noir

Penicilium SSP

Caracteres

Croissance rapide Milieu : PDA
Aspect des colonies : duveteux a
poudreux
Couleur : - Recto : verte

- Verso : jaune

Structure en forme de pinceau

Filaments mycéliens : fins, septes, a bords paralléle
Conidiospores : Fins Simples ou ramifiés

Conidies : Unicellulaires

Forme : globuleuse ou ovale

Disposition : en chaines basipétes
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Aspergilus SSP

Aspects macroscopiques

Aspects microscopiques

Recto Verso

Caractéres

Croissance rapide

Milieu : PDA

Aspect des colonies : duveteux a

floconneux

Couleur : - Recto :blanc, rose a violet
- Verso :violet au verso

(x10) (x40) __(x100)

Filaments mycéliens : fins, septés, hyalins Conidies
agglomeérées en balles au sommet des phialides (forme
d’amphore) Chlamydospores

Disposition : isolées ou en courtes chainettes

Position : terminale ou intercalaire

Paroi : lisse ou verruqueuse

Les caracteres macroscopiques des différentes souches sont étudiés sur les deux milieux

PDA (annexe), les plus communément utilisé a cet effet (Botton, 1990). Le (Tableau 13)

résume 1’aspect, la couleur, la consistance des colonies, la couleur du revers de la boite ainsi

que la présence ou 1’absence de pigments caractéristiques de chaque souche.

L’étude microscopique porte sur 1’observation des structures caractéristiques des 03

souches fongiques (Conidiospores, conidies et mycélium), (tableau 13).

c- ldentification des espéces fongiques par la méthode de « Single spore »

Par le biais de cette méthode et en se référant aux clefs d’identification de PITT (1973)

pour les Aspergillus et RAMIREZ (1982) pour les Pénicillium. Les principaux caractéres des

différentes souches identifiées sont également résumés dans (le tableaux 14)
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Tableau N°14 Identification des especes de Aspergilus et Penicilum par la méthode de «

Single spore »

Lecture
Genres especes Milieu Couleur
MEA 25°C Noir
. . CYA 5°C -
Aspergillus Niger CYA37°C Gris a noir
G25N 25°C -
MEA 25°C Vert + contour blanc
- . CYA 25°C Blanc verdatre
Penicillium griseo-fulvum
CDA 25°C Vert fonc
G25N 25°C Blanc

L’identification de ces genres étant basée essentiellement sur les clés de détermination
décrites par la littérature (Botton et al, 1990 ; Guiraud, 1998), en se basant sur les caracteres
macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) et sur les caracteres
microscopiques du mycélium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium, forme
des spores, forme des organes de fructification, etc.).

I1. 3 Résultats des analyses mycotoxicologiques
Aprés migration et évaporation du produit d'élution a sec a l'aide d'un évaporateur rotatif,

la plaque est examinée sous UV a 365 nm.

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base qui permet une
séparation efficace des mycotoxines d’Aspergillus et de Penicillium et de fusarium et leur
identification avec une bonne précision. La présence des mycotoxines se traduit par des

fluorescences caractéristiques (Photo 22).

Photo n° 23: détection des souches productrices de mycotoxine sous UV (A Fusarium, B
Aspergillus Niger , C Pénicillium).
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Dans cette étude mycotoxicologiques on trouve les trois souches (aspergillus Niger,
penicillium griseo-fulvum, et fusarium ssp) ces des souches reproductrices qui produisent les
toxines :

-Aspergillus Niger : est produit plusieurs métabolites. Parmi ces métabolites, figurent
certains mycotoxines puissantes : I'Austin, la fumonisine B2, la gliotoxine, les malformees,
I'ochratoxine A.

- penicillium griseo-fulvum : est une espéce de champignons microscopiques du genre
Penicillium. C'est une moisissure largement répandue dans le sol et les matiéres en
décomposition, cette espece peut produire une mycotoxine dangereuse : la patuline.

- fusarium ssp : le principales mycotoxine surveillées dans les céréales est la Zéaralénone
(ZEA) .
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Conclusion Geénérale

les céréales, comme le blé sont des aliments de base pour de nombreuses cultures a
travers le monde. Cependant, leur sensibilité aux attaques fongiques en fait des cibles
privilégiées pour les mycotoxines, qui sont des substances toxiques produites par certains
champignons. Cela nécessite des mesures strictes de controle de la qualité et de sécurité
alimentaire pour prévenir les risques pour la santé humaine

les échantillons de blé tendre et dure (locale ) et le biofilm, faisant 1’objet de notre étude
est confrontée au probléme épineux de mycotoxines

En effet, cette étude nous a donné un apercu sur le marché de ses produits dans la ville de
Saida.

Dans ce travail, I’expression quantitative moyenne des paramétres physico-chimique et le
taux de contamination de la flore fongique, nous a mis en évidence dans un premier temps que
le BTL est le produit le plus chargé suivi par le BDL, et que les dérivés de meuneries hérite
eux méme de la flore fongique des grains a partir desquelles sont issues Suivant la technologie
alimentaire et les procédes de préparation culinaire, on peut aboutir a 1’élimination de la
mycotoxine, a sa conversion, a sa dilution ou au contraire a sa concentration (Schollenberger
et al., 2002).

Le parcours sommaire des résultats d’analyse mycologique montre la dominance des
moisissures filamenteuses telles que les Aspergillus et les penicilliums et Fusarium. Ces
genres de moisissures adaptés aux substrats relativement secs sont responsables de la plupart
des accidents de conservation d’origine microbiologique pour les céréales et ses dérivés.

Le groupe des Aspergillus Niger a été présent sur la majorité des échantillons, mais avec
une fréquence d’apparition élevée.

En outre, en a pu détecter la présence des Mycotoxine . Révélée pars la méthode CCM
Par conséquent la décontamination des denrées alimentaires tout en les préservant pour la
consommation. Vous mentionnez que les procédés de décontamination doivent étre efficaces,
simples et peu colteux, surtout étant donné qu'ils peuvent étre nécessaires pour des quantités
importantes de nourriture. Vous soulignez également que la contamination par les
mycotoxines est souvent hétérogene, ce qui rend l'application de méthodes universelles
difficiles. Les méthodes traditionnelles de conservation comme la stérilisation, la
pasteurisation, la lyophilisation et la congélation ne détruisent pas efficacement les
mycotoxines, et méme la combinaison de plusieurs méthodes n'assure pas une

décontamination totale. Ainsi, la meilleure approche reste la prévention et le controle des la

86



Conclusion Générale
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|

sélection des ingrédients alimentaires, ainsi qu'une gestion appropriée des stocks pour
minimiser le risque de prolifération des mycotoxines

En général, la société gére la sécurité alimentaire en répartissant les responsabilités entre
plusieurs acteurs : I'Etat, l'industrie privée et les consommateurs. Les consommateurs jouent
un double role crucial : d'une part, ils représentent le dernier maillon de la chaine alimentaire,
et d'autre part, ils sont de plus en plus impliqués en tant que défenseurs et gardiens de la
réglementation. Le premier role est bien établi depuis longtemps, tandis que le second réle est
plus récent et reflete une tendance croissante a I'engagement citoyen dans les enjeux de santé
publique et environnementaux.

En outre , en a pu détecter la présence des Mycotoxine . révélée pars la méthode CCM
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Annexes

ANEX 1

Composition des milieux de culture

Milieu PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar) :

POmme de teITe .....vintit it 200 g
N 15¢g
68 10170 ] 20g
Eau distillée ......o.ouieinii i 1000 ml

Milieu Czapek Dox + Extrait de levure(CYA)

(03 (01 P 30¢g
KHZP O lg
KL 0.5¢g
MESOA 0.5¢g
Fe SO 0.01g
NaAN O L 3g
Extrait de levure .........ocoiiiiiiiii e 2,5¢g
Eau distillée ... 1000ml

Extract de Malt Agar (MEA)

Extraitde Malt........coooiiiiiii e 20g
GlUCOSC. . ettt ettt et 20g

PP ONE. . e e 20g
Eau disStillée .......eeiee e 1000 ml
PH Al ..o 5,6+0,2
Milieu 25ar% Glycerol Nitrat Agar (G25N)

K2HPOA . . 0.75g
CZAPEK CONCente .....ooniiiiiiiiiie i et 7.5ml
Glycérol pour analyse ..........ccooviiiiiiiiiiii i 250g
Extrait de levVure. ........oouieii e 3.5¢g

N . 12¢
Bau distille . ... 750m
Milieu Czapek Dox Agar (CDA)

Poidde chich.........cooiiiii 200g
AL e e 15¢g
GIUCOSE ettt ettt e 20g
Bau diStillée ......vieeei e 1000 ml
016763 0 1 30g
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