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La recherche des Aspergillus section Flavi et leur mycotoxine dans les arachides

Résumé

Les arachides constituent un substrat préférable pour les moisissures qui peuvent
provoquer une altération technologique et sanitaire induisant un risque accru de
contamination croisée par les mycotoxines, leur danger toxique et cancérigénes pour
I’homme et I’animal. A cet effet, 1’objectif de ce travail est d’étudier les populations
d’Aspergillus section Flavi aflatoxinogénes et d’évaluer le pouvoir producteur d’aflatoxines
(AFs) des isolats appartenant au genre Aspergillus. Un total de 45 échantillons d’arachides
salés et sans sels décortiquées et non décortiquées commercialisés dans la région de Batna
ont été prélevés. La démarche consiste a I’isolement et ledénombrement des moisissures et
I’étude du pouvoir producteur d’AFs.Les résultats de 1’analyse fongique de 45 échantillons
ont montré que les arachides salées sont les moins contaminés de 7,14 a 17,77% et le taux
de contamination le plus élevé a été enregistrée dans les échantillons d’arachides
décortiquées sans sel (68,88%). Les principaux genres isolés sont Aspergillus (57,14%) et
Penicillium (40,4%) dans tous les échantillons. Les principales espéces isolées Aspergillus
Flavi et Aspergillus Nigrisont les plus dominantes avec (37,47%), (18,26%) respectivement
du total Aspergillus. Le screening des isolats aflatoxinogenes a été réalisé sur un milieu de
culture CAM et la production est ensuite confirmée par CCM. L’étude du pouvoir producteur
d’AFs arévélé un pourcentage d’isolats aflatoxinogénes de 41,66% sur CCM. La production
d’aflatoxines varie considérablement d’un isolat a I’autre. Pour réduire les risques liés a la
présence de ces mycotoxines dans 1’alimentation, il est indispensable de veiller au respect
des regles de I’hygiéne telles les conditions de récolte, de conditionnement, d’emballage,
d’entreposage et de stockage.

Mots clés : Aflatoxines, Arachides, Aspergillus Flavi , Batna, Mycotoxines.



The search for Aspergillus section Flavi and their mucotoxin in peanuts
Abstract

Peanuts are a preferred substrate for mouldsthat can cause technological and sanitary
deterioration, leading to an increased risk of cross- contamination by mycotoxins, which are
toxic and carcinogenic for humans and animals. To this end, the aim of this work is to study
the populations of aflatoxinogenic Aspergillus section Flavi and to assess the aflatoxin (AFs)
producing capacity of isolates belonging to the Aspergillus genus. A total of 45samples of
salted and unsalted peanuts, shelled and unshelled peanuts marketed in the region of Batna
weretaken. The approach consisted of isolating and enumerating the moulds and studying
the production capacity of AFs. The results of the fungal analysis of 45 samples showed that
salted peanuts were the least contaminated, ranging from 7,14 to 17,77% and the highest
contamination rate was recorded in samples of unshelled shelled peanuts (68,88%). The
main strains isolated were Aspergillus (57,14%) and Penicillium (40,4 %) in all samples.
The main species isolated Aspergillus Flavi and Aspergillus Nigri are the most dominant
with (37, 47%), (18, 26%) respectively of the total Aspergillus. Aflatoxinogenic isolates
were screened on a CAM culture medium and production was then confirmed by CCM. The
study of the producing capacity of AFs revealed a percentage of aflatoxigenic isolates of 41,
66% on CCM. The production of aflatoxins varies considerably from one isolat to another.
To reduce the risks associated with the presence of these mycotoxins in food, it is essential
to ensure compliance with hygiene rules such as harvesting, packaging, warehousing, and
storage conditions.
Key words: Aflatoxins, Aspergillus Flavi, Batna, Mycotoxins, Peanuts.
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Introduction Générale

Introduction générale

L’homme se nourrit d’aliments d’origine animale ou végétale, crus ou cuits qu’il
trouve dans son environnement de la nature ou transformés par I’industrie alimentaire. Tous
ces aliments risquent de devenir de véritables vecteurs de maladies lorsqu'ils renferment des
substances chimiques toxiques ou des agents pathogénes biologiques (virus, bactéries,
champignons) (Lahouar, 2016). D’apres 1’organisation des nations unies pour 1’alimentation
et 1’agriculture, environ 25% des récoltes mondiales des produits alimentaires sont
contaminées par les mycotoxines (FAO, 2004).

Les mycotoxines sont des produits issus du métabolisme secondaire des moisissures.
La croissance des moisissures et I’accumulation des mycotoxines dans les aliments peut se
produire au champ, pendant la récolte ou pendant le stockage, dés que les conditions de
température et d’humidité sont favorables (Kader et Husseim, 2009 ; Turner et al ., 2005).

Les aflatoxines font partie des mycotoxines les plus toxiques et sont produites par
certaines moisissures Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus qui se développent sur le
sol, la végétation en décomposition, le foin et les graines. Les récoltes souvent touchées sont
les céréales (mais, sorgho, blé, et riz), les graines oléagineuses (soja, arachide, tournesol et
coton), les épices et les fruits secs oléagineux (Trucksess et Scott, 2008). Les principales
aflatoxines produites dans les aliments sont, les aflatoxines B1, B2, G1 et G2. L’aflatoxine
B1 (AFB1) est considérée comme la plus toxique et la plus abondante (Lai et al., 2015). Elle
est connue pour ses effets tératogenes et mutagénes, causant des dommages, principalement
au niveau du foie (Hamid et al., 2013). En effet, elle a été classée par I’ Agence Internationale
de Recherche sur le Cancer dans le groupe 1 des substances cancérogenes pour ’homme
(IARC, 2002).

L’arachide est la troisiéme culture, la quatrieme source d’huile comestible et la
troisieme source importante de protéines végétales sur le plan mondial (Faostat, 2011). En
Algérie la culture d’arachide malgré son importance économique n’est pas pratiquée a
grande échelle ce qui a imposé sa grande importation. La culture d’arachide n’a pas connu
d’évolution significative depuis 1998 a 2005 tant sur le plan des superficies cultivées que
des productions. La production d’arachide en Algérie est principalement vouée a la
consommation de graines (Aguiba et Messai Belgacem, 2015).

La gestion du risque passe donc par la prévention de la contamination des matieres
premiéres, le respect des bonnes pratiques de culture et de stockage, ainsi que la mise en

place d’une réglementation fixant des concentrations maximales admissibles dans les

La recherche des Aspergillus section Flavi et leur mycotoxine dans les arachides
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denrees alimentaires.

Afin d’analyser les risques de contamination par les mycotoxines et de définir les
mesures permettant de les maitriser, il est nécessaire d’étudier d’une maniére approfondie
les espéces fongiques toxinogenes, d’évaluer leurs capacités de production des mycotoxines
et de doser ces mycotoxines dans les produits. Le genre Aspergillus est a 1’origine de la
contamination de nombreuses denrées d’origine végétale par les aflatoxines.

C’est dans cette optique que se situe notre €¢tude dont les objectifs principaux se
résument dans les volets suivants :

- Collecte des informations sur la contamination des denrées alimentaires par les

moisissures.

- Isolement et identification des espéces d’Aspergillus section Flavi ayant la

capacité a produire des aflatoxines.

- Confirmation de la production d’aflatoxine par les isolats sur milieu CAM et par
CCM

La présente étude comporte, une premiere partie consacrée a la synthese
bibliographique qui a pour but de décrire et d’étudier les mycotoxines présentant une
description détaillée des champignons producteurs d’aflatoxines et les effets les plus
délétéres et leur impact sur la santé et les champignons mycotoxinogenes ainsi quelques
informations sur les arachides y sont également rapportées.

La deuxieme partie est consacrée au matériel et méthodes utiliseés dans cette étude.
La démarche globale consiste a isoler et dénombrer les moisissures contaminant 1’arachide.
Les principaux genres potentiellement aflatoxinogenes sont identifiés morphologiquement
et sur milieu CAM.

Dans la troisieme partie, nous présentons les principaux résultats et discussions et

nous terminons avec une conclusion et perspectives
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I.Les Mycotoxines
I.1.Définition

Le terme mycotoxine vient du grec «mycos» qui signifie champignon et du latin

« toxicum » qui signifie poison (Jouanyet al., 2009). Les mycotoxines sont considérées
comme les contaminants salimentaires les plus significatifs en termes d’impact sur la santé
publique et 1I’économie denombreuxpays (Lewis et Goodrich-Schneider, 2012).
Les mycotoxines sont des métabolites secondaires toxiques de faible poids moléculaire
produits par des champignons filamenteux, plus particulierement par ceux appartenant aux
genres Aspergillus, Fusarium et Penicillium (Marin et al., 2013; A. Elkhoury, 2007). Ces
métabolites sont non-essentiels au cycle de la vie du champignon mais une fois produits, ils
pourraient lui conférer certains avantages compétitifs (FoxetHowlett, 2008). Il existe
environ 300 a 400 mycotoxines identifiées (Eldemiret al., 1999). Parmi les groupes de
mycotoxines considérées comme importantes du point de vue agroalimentaire et sanitaire,
les aflatoxines (AFs), I'ochratoxine A (OTA), la patuline (PAT), les fumonisines (FUM,
surtout FB1), la Zéralénone (ZEN) et les trichothécenes (HT-2, Toxin-T2 et deoxynivalénol
DON) (Galtier et al., 2006; Paterson, 2006).

Ces toxines se retrouvent a I'état de contaminants naturels de nombreuses denrées
d'origine végétale : notamment les céréales mais aussi les fruits, noix, amandes, arachides,
grains, fourrage, ainsi que les aliments manufacturés ou composés destinés a I'alimentation
humaine et animale (Pierre, 2005 ; Ji et al., 2016; Campagnollo e tal., 2016).

Les mycotoxines ne sont pas des protéines et ne sont pas directement codée par des
genes. Elles sont les produits terminaux de voies de biosynthése longues et complexe
constituées de séries de réactions enzymatiques successives. L'origine chimique des
mycotoxines est tres variée. Certaines dérivent des acides aminés (alcaloides de I'ergot, acide
aspergillique, gliotoxine, roquefortine) d'autre dérivent des polycétoacides (aflatoxines,
ochratoxine, patuline, citrinine, Zéralénone). D'autres sont des dérivés terpéniques
(diacétoxyscirpénol, fusarénone, deoxynivalénol, Toxin-T2, verrucarine) (Pinton, 2012).

Elles sont trés stables dans les milieux acides et aux températures élevées, peu

solubles dans I'eau et difficilement métabolisées par les organismes vivants (Gacem , 2011).
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Tableau n°01: Quelques mycotoxines et les moisissures productrices, produits alimentaires

associés et leur distribution géographique (Smith et al., 2016).

Distributio
Produitsalimentaire
Mycotoxine Moisissures productrices ngéographi
> que
Aspergillus (bombycs, flavusnomius, | Céréales et produits a | Régions
ochraceoroseus, parasiticus, | Base de céréales | tempérées,
parvisclerotigenus, pseudotamarii, | (principalement tropicales
Aflatoxines rambellii, toxicarius). lemai's), noix, et
Fruits secs, épices, | subtropical
lait et produits es (Sud de
laitiers, viande, ceufs. | ’Asie et
Afrique).
Aspergillus  (alliaceus, auricomus, | Céréalesetlesproduits | Régions
carbonarius, cretensis, flocculosus, | scéréaliers temperées,
glaucus, (principalement régions
lacticoffeatus, meleus, niger, | rizetblé), café, tropicales
ochraceus, Fevesdecacao;Vin,bi | (Amérique,
Ochratoxine A | pseudoelegans, roseoglobulosum, | ére, fruits secs, Europe du
sclerotioniger, sclerotiorum, steynii, épices,viande. Nord et de
sulphureus, westerdijkiae); I'Ouest,
Penicillium Afrique et
(nordicum, verrucosum). Sud
d’Asie).
Fusarium (acuminatum, armeniacum,
culmorum, crookwellense, equisetii, Céréales et les | Regions
graminearum, kyushuense, langsethiae, | produits a base de | tempérées
poae, pseudo graminearum, | céréales. dunord
sambucinum ,scirpi, sporotrichioides, (Europe,A
Trichothécenes | venamtum). mériqueetA
Zéralénone Fusarium (crookwellense, culmorum, sie).

equiseti, graminearum, incarnatum,
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Pseudo graminearum, semitectum,

sporotrichioiles, verticillioides).

Fumonisines Fusarium (anthophilum, dlamini,
fujikuroi, globosum, napiforme, Céréales et les Régions
nygamai, oxysporum, produits a base de temperées
polyphialidicum, proliferatum, ceréales. du nord
pseudonygamai, thapsinum, (Europe,
verticillioides). Amériqueet

Asie).

1.2.Structure des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites de faible poids moléculaire, généralement
inférieur a 500g/mol qui ont, pour la plut, une structure hétérocyclique. Nous citons quelques
exemples de mycotoxines les plus connue.
1.2.1.Les aflatoxines
Produites par plusieurs Aspergillus comme A.parasiticusentre 25 et 36°C (Molina et
gianuzzi., 2002). Ce sont des dérives coumariniques. Elles sont stables en milieu polaire

organique (DMSO, Méthanol, chloroforme). Les aflatoxines dérivent de la térigmatocystine.

0 OCHs

Structure de I'aflatoxine B1 Structure de la stérigmatocystine

Figuren®01:Structure de I'aflatoxine B1 et de la stérigmatocystine.
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1.2.2. Les ochratoxines

Produites par les genres Penicillium et Aspergillus comme par exemple Penicillium
viridicatum, Pverrucosum, A. ochraceus, A.niger. ce dernier produit I'ochratoxine A a une
température optimale entre 20 et 25 °C (Estebanet al., 2004). Les ochratoxines résultent de

la condensation d'un résidu phénylalanine et d'un dérivé isocoumarinique.
HOOC o OH O

| CH,
H

Cl

Figuren®°02: Structure chimique de I'ochratoxine A (OTA)

1.3.Mycotoxines d'importance majeure

On trouvera dans le tableau les moisissures et les mycotoxines actuellement
considérées comme ayant une importance a I'échelle mondiale. Sont considérées comme
"importantes” les mycotoxines qui ont montré gu'elles pouvaient avoir des effets sensibles
sur la santé humaine et la productivité animale dans divers pays.
Tableau n°02: mycotoxine majeur (FAO., 1992).

Types de moisissures Mycotoxines

Aspergillus parasiticus Aflatoxines B1, B2 ,G1,G2
Aspergillus flavus Aflatoxines B1, B2
Fusarium sporotrichiodes Toxine T2

Fusarium graminearum Déoxynivalénol, Zéralénone
Fusarium moniliforme Fumonisine B1

Penicillium verrucosum Ochratoxine A

Aspergillus ochraceus Ochratoxine A
Penicilliumexpansum Patuline
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I.4.La mycotoxinogénése

La mycotoxinogénése est définie comme étant I'ensemble de facteurs de synthese et
d'excrétion des mycotoxines. La synthese des mycotoxines, encore appelée toxinogénese,
est un processus d'une grande complexité. 1l semblerait qu'il s'agisse d'une réaction du
champignon face a des conditions environnementales stressantes (température, humidité trop
élevées ou trop basses) (Gherras et Elhimer., 2017).

La production des mycotoxines peut avoir lieu a tous les stades de la chaine
alimentaire depuis le champ jusqu'au produit fini. Leur production peut survenir avant la
récolte, lors du transport, pendant le stockage ou au cours de la transformation (Pfohl-
Leszkowiez, 1999).

1.4.1. Les facteurs de la mycotoxinogéneése

La production des mycotoxines est directement liée a | croissance fongique. Par
consequent, les facteurs capables d'influencer la croissance fongique vont aussi jouer un role
sur la toxinogenese. D'une maniere genérale, les conditions environnementales nécessaires
a la production de Mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la croissance
fongique.

Le type de mycotoxines contaminant les aliments et quantité produite dépendent de
tous ces éléments mais aussi de la stabilité des toxines dans le milieu alimentaire. En plus
des facteurs environnementaux ou extrinséques. La sécrétion des métabolites secondaires
par les souches fongiques toxinogenes dans les aliments dépend également d'autres facteurs
liés a la nature de la souche, dis intrinséques. Ainsi, la production de mycotoxines est une
conséquencecombinée des propriétés génétiqgues de la souche et des facteurs
environnementaux (Olsen et al., 2003 ; Blumenthal., 2004).
1.4.1.1. Facteurs intrinséques

Il n’existe pas de relation directe entre espéce fongique et mycotoxine. Une méme
molécule peut étre produite par plusieurs especes fongiques appartenant a des genres
différents (Pardoetal . ,2005). Par exemple, |’'ochratoxine A (OTA) est produite par
Penicillium nordicum, P.verrucosum (Olsen et Al ., 2003), Aspergillus ochraceus (Vander
Merwe et Al . , 1965), Aspergillus niger (Abarca et Al ., 1994) et Aspergillus carbonbarius
(Horie, 1995). Certaines especes peuvent produire plusieurs mycotoxines comme par
exemple Aspergillus flavusquipeut produire entre autres des aflatoxines, 1’acide

cyclopiazonique, 1’aspertoxine (Royer et Tap ., 2004). Cependant, certaines mycotoxines
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sont étroitement liées a certaines espéces fongiques, comme les aflatoxines (A. Flavus et A
prasiticus) et les sporidesmines (Pithomyceschartarum) (Fitzgerald et al., 1998).

Parmi les espéces réputées toxinogenes, toutes les souches n’ont pas forcément la
capacité a produire les mycotoxines. De ce fait, la présence des champignons toxinogenes
sur une denrée n’est pas nécessairement le signe d’une contamination par des mycotoxines,
la production de mycotoxines par le champignon aura lieu uniquement si les conditions
environnementales favorables a cette contamination sont réunies (Castegnaro et
PfohlLeskowicz, 2002). Le taux initial de la pollution par une espéce toxinogene est
important car il refléte le risque d’imprégnation toxique c’est a dire que plus le taux sera
élevé plus le risque sera important.

En fin pour éviter toutes contaminations il faut que la propreté de la récolte, du

matériel de manutention et de stockage soit quasi irréprochable (Royer et Tap ., 2004).

1.4.1.2. Facteur extrinseque

La production des mycotoxines est influencée par 1’interaction complexe de plusieurs
facteurs extrinséque ou environnementaux (Bousetaet al., 2005) , ces facteurs sont d’origine
chimique, physique, physico chimique ou biologique (Mitchell et al.,2004). Cependant, ces
facteurs agissent rarement d’une fagon indépendante (Lacy, 1986).

v' Facteurs physiques :
e Activité de I’eau (aw)

L’activité de 1’eaurefléte la quantité d’eau disponible dans une substance liquide ou
solide. Elle permet de rendre compte de la quantité d’eau « libre », indispensable aux
reactions biochimiques d’un micro organisme. L’aw permet de donner des informations
importantes sur la stabilite physico chimique d’un produit et sur son inocuité
microbiologique (Gautier, 2016) .La disponibilité en eau nécessaire a la toxinogenese est
généralement superieure a celle permettant la croissance fongique (PfohlLeszkowicz,
2001). Par exemple, Penicilium verrucosum peut se développer peut étre a partir d’une aw
de 0, 80, par contre la production d’OTA par cette espéce n’est possible que lorsque I’aw est
supérieur (Cairus Fulller et al., 2005).

La formation des aflatoxines par Aspergillus flavus nécessite une valeur
d’awcomprise entre 0,83 et 0,87 mais la croissance du micro organisme peut avoir lieu a des
valeurs d’aw plus basses de I’ordre de 0,73 (Magan et al., 2011; Troller,1980).
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e Température

La température est un facteur prépondérant de la croissance des micromycetes et
donc de la production de toxines. La température idéale de croissance d’un champignon ne
correspond pas a celle de latoxine. De maniere générale, elle est supérieure a la température
optimale de la toxinogenése (PfohlLeszkowicz, 1999). Pour Penicillium viridicatum
(producteur d’ochratoxine A), sa croissance a licu pour une température comprise entre 0 et
31 °C et pour un aw de 0,9 alors que la synthése d’Ochratoxine A n’est possible qu’a une
température comprise entre 12 et 24°C (Gautier, 2016) . Pour les aflatoxines, une production
optimale de est observée a des températures proches de 30°C (28 a 35°C). Lorsque la
température augmente au dessus de 36°C, la production des aflatoxines est presque
complétement inhibée (Yu, 2012).
Tableau n°03 : Températures et activités de 1’eau optimales pour la production des

mycotoxines (Neme et Mohammed, 2017).

Mycotoxine Température (°C) Activité de I’eau (aw)
Aflatoxine 33 0, 99
Ochratoxine 25-30 0,98
Fumonisine 15-30 0,9-0,995
Zéralénone 25 0,96
Deoxynivalenol 26-30 0,995
Citrinine 20-30 0,75-0,85
e Lumiére

Bien que I’'impact de la lumiere n’ait pas été démontré sur la croissance des
moisissures, il semblerait tout de méme qu’elle intervienne sur la germination des spores,
favorisant de ce fait la dissémination fongique (Tabuc, 2007). Certaines especes ne
peuvent pas se passer de lumiére tandis que d’autres la fuient : chez Verticilliumagricinum,
I’exposition prolongée aux rayons ultraviolets peut limiter la croissance voire provoquer la
mort du mycélium (Gautier, 2016) .

v Facteurs chimiques
e Acidité du milieu — PH

Comme pour I’aw, la gamme de pH permettant la toxinogénese est plus restrinte que
celle permettant la croissance fongique (Pfohl-leszkowicz, 1999). Les moisissures peuvent
croitre dans une gamme de pH optimal de croissance étant plutdt situé entre 5 et 6. Les

aliments ayant un pH inférieur a 6, se trouvent étre des cibles privilégiées de 1’infestation
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fongique (Gautier, 2016). A [D’instar du couple température /aw, ’intervalle de pH
permettant une croissance fongique optimale est plus étendu que celui permettant la syntheése
de toxines. Ainsi, la Fumonisine B1 est la plus produite a pH= 3,7 tandis que la croissance
de sa moisissure productrice, Fusarium proliferatum, s’effectue préférentiellement a pH =
5,6 (Blackwell et al., 1994). Une faible valeur de pH joue un rdle dans la régulation de la
production des stérigmatocystine et des aflatoxines par les Aspergillus (Gardiner et al .,
2009).
e Composition gazeuse :

La production de toxines fongiques est plus sensible a la variation de composition
gazeuse que la croissance fongique. Une concentration en O inférieure a 1% et des
concentrations élevées de dioxyde de carbone (CO2) empéchent la synthése de toxines.
(Keller et al., 1997; Cairns-Fuller et al., 2005) et d’aprés Pfohl-leszkowicz, 1999 sont
efficaces pour prévenir la formationdes mycotoxines (Tableau n°04) .

Tableau n°04 : Impact de la restriction d’O2 sur Fusarium proliferatum et la production de
B1 (Keller et al., 1997).

Biomasse g/l FB1ug/g
Présence d’O> 14,1+ 0,5 533+ 88,4
Absence d’O24, 3+_0, 3 Non décelable

En plus de diminuer la synthése de FBI1, le taux d’O> affecte également la croissance
du champignon. Ainsi, ’absence de dioxygénes rend indécelable la synthése de Fumosine
B1 (Gautier, 2016). L’augmentation de la teneur en CO2 (20%), surtout si elle est associée
a une réduction en oxygéne, provoque une chute importante de la production des aflatoxines
(Giorni et al., 2008).

Aprés conservation dans une atmosphére confinée, dans laquelle les moisissures ne
peuvent plus ou moins se développer, la remise a 1’air libre ou la ventilation provoque
rapidement une intense toxinogénése (Le Bars et Le Bars, 1987).

e Nature du substrat

La toxinogénese dépend fortement de la composition chimique du substrat sur lequel
le champignon proliféere (Madhyastha et al ., 1990). La composition qualitative et
guantitative des substances peut influencer la production des mycotoxines. La présence de
guelques substances dans les aliments, comme le saccharose et les acides aminés, stimule la

croissance fongique ainsi que 1’élaboration des mycotoxines (cocolin et al ., 2002). La
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présence de certaines molécules dans le substrat peut aussi influencer la production des
mycotoxines. Par exemple 1’acide phytique (souvent présent dans les céréales) diminue la
synthése d’Aflatoxines (AF) par Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus. A I’inverse,
certains acides aminés (comme la proline) stimulent cette production. (Madhyastha et al .,
1990).
1.4.1.3. Facteurs biologiques

v -Interaction entre micro-organismes

La présence simultanée, dans le milieu, de micro-organismes dits de « concurrence »
(bactéries ou champignons) perturbe le développement fongique et la synthése de toxines.
Cela s’explique par la possible destruction de la toxine par une autre souche et par la
compétition pour le substrat. Centaines micro-organismes peuvent aussi modifier les
conditions environnementales, les rendant ainsi défavorables pour la toxinogenése (Lacey,
1986).

De cette maniere, il existe une compétition entre Aspergillus ochraceus et Aspergillus
flavus. Lorsque que ces deux moisissure sont en présence, on observe une augmentation de
la production d’ Aflatoxines, tandis que les Ochratoxines sont peu secrétées voire totalement
absentes. Ce phénomeéne s’explique par la monopolisation de la source de phénylalanine par
Aspergillus flavus. L‘OTA étant un analogue structural de cet acide aming, elle ne peut alors
plus étre synthétisée (Bouraima et al ., 1993).

v Présence d’acariens et insectes :

Les insectes et les acariens sont des vecteurs de dissémination de spores de
moisissures, qu’ils introduisent a I’intérieur du grain par les dommages qu’ils créent. Une
infestation par les insectes favorise la prolifération de micromycetes ainsi que la production
de toxines (Farrar et Davis., 1991). La contamination des grains sains se produit lorsque
des acariens arrivent en contact avec ces grains. Il intervient aussi bien avant la récolte qu’au
cours de la conservation. L’infestation de I’arachide, du coton et du mais, par Aspergillus
flavus avant la récolte, est souvent liée a ’agression du végétal par des insectes (Le Bars,
1988).

-Mycoflore

L’association d’autres especes fongiques a une souche toxinogene a généralement un
effet dépressif sur la production de toxine pour 2 raisons principales :

-d’une part, en fonction du contexte écologique, il existe une compétition pour le

substrat.
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- d’autre part, certaines souches peuvent dégrader la toxine (Moreau, 1994).
v" Pratiques agricoles

Les pratiques telles que le labourage, la rotation des cultures et ’alternance de
fongicides participent a rompre le cycle de vie des organismes nuisibles, souvent tres
spécifiques (Lipps et Deep, 1991). Les mesures de stockage jouent également un réle dans
le développement des toxines fongiques.
I.5.Les mycotoxines en alimentation humaine et animale

Les moisissures toxinogenes peuvent se développer et produire des mycotoxines, sur
tous les supports solides ou liquides dés que les conditions favorables sont réunies
(Bullerman et Bianchini, 2007). Les mycotoxines peuvent contaminer de nombreux
produits alimentaires comme les céréales (mais, blé, riz, orge, etc), les graines oléagineuses
(arachides, coton), les fruits secs (pistaches, noix, figues séchées, etc), les épices, etc (Marin
etal ., 2013).

L’exposition aux mycotoxines et aux champignons s’effectuer essentiellement par
ingestion d’aliments contaminés. Néanmoins, une exposition par inhalation ou par voie
cutanée demeure possible. Les mycotoxines n’étant pas volatiles aux basses températures,
une contamination par voie respiratoire peut se produire lors de I’inhalation de particules
contenant des toxines (Brochard et Le Bacle, 2009). Les mycotoxines entrainent des pertes
économiques considérables chaque année. Leur présence provoque une diminution de la
qualité et de la disponibilité en volume des grains récoltés. L’Organisation des Nations Unies
pour I’ Alimentation et I’ Agriculture (FAO) estime qu’environ 25% des récoltes mondiales

sont contaminées par les mycotoxines (Ji et al ., 2016 ; Eivazzadeh-Keihan et al., 2017).

1.6.Effets des mycotoxines sur la santé

Les différentes mycotoxines induisent des effets differents : certaines exergant un
pouvoir hépatotoxique voire cancérogene, d’autres se révélan tostrogeniques,
immunologiques, néphrologiques, neurotoxiques ou nécrosants (Liu et Wu, 2010;
Untermannn, 1998; Gelderblom et al ., 2002; Wangigar et al., 2005). Le tableau 5 résume

les effets et les mécanismes d’action des principales mycotoxines.
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Tableau n°05 : Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes

d’action cellulaires identifiés expérimentalement (AFSSA, 2009).

Toxine

Effets

Mécanismes d’action cellulaire et moléculaire

Aflatoxines B1 +B2

Hépatotoxicite.
Génotoxicité.
Cancérogénicité.

Immunomodulation.

Formation d’adduit a I’ADN.
Péroxydation lipidique.

Bioactivation par le cytochrome P450.
Conjugaison aux GS-transférases.

Ochratoxine A

Néphrotoxicité.
Génotoxicité.

Immunomodulation.

Impact sur la synthése des protéines.
Inhibition de la production d’ATP.
Détoxification par les peptidases.

Patuline

Neurotoxicité.

Mutagenése in vitro.

Inhibition indirecte d’enzymes.

Trichothécénes
(toxine T-2,

déoxynivalénol, etc)

Hématotoxicité.
Immunomodulation.

Toxicité cutanée.

Induction de 1’apoptose sur progéniteur.
Tissu hématopoiétique et cellules immunitaires.
Impact sur la synthése des protéines.

Altération des immunoglobulines.

Zéralénone

Fertilité et

reproduction.

Liaison aux récepteurs oestrogéniques.
Bioactivation par des réductases.

Conjugaison aux glucuronyltransférases.

Fumonisine B1

Lésion du systeme
nerveux central.
Hépatotoxicite.
Génotoxicité.

Immunomodulation.

Inhibition de la synthése de céramide.
Altération du rapport sphinganine/sphingosine.

Altération du cycle cellulaire.

1.7.Réglementation relatives aux mycotoxines

De nombreux pays (environ une centaine) ont adopté des réglementations concernant

les teneurs en toxines fongiques dans les denrées destinées a 1’alimentation humaine et

animale. Des régles ont tout d’abord été édictées au niveau national, Puieuropéens. C’est le
reglement européen N° 1881/2006 du 19décembre 2006 (Européen Union, 2006), qui fixe

les concentrations maximales autorisées (CMA) de mycotoxines dans les denrées

alimentaires humaines.
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Ces limites sont fixées pour les céréales brutes et les produits transformes. Les
denrées dépassant les CMA, pour une toxine spécifique, ne peuvent pas étre mises sur le
marché de 1’alimentation (Gautier, 2016).

Tableaun®06 : Principales réglementation européennes concernant les teneurs limites en

mycotoxines dans I’alimentation humaine et animale (Galtier et al., 2006).

Toxine Réglement européen Aliment Teneurs limites
Alimentation humaine | CE466/2001 et CE257/2002 Céréales et dérivés 4 ng/kg
Aflatoxine B1 472/2002 Arachides,Fruits 2a15 pg/kg
257/2002 Epices 5210 pg/kg
472/2002 Lait 0,05 ug/kg
Aflatoxine M1 1425/2003 Céréales, Fruits,Vin | 5a 10 pg/kg
Ochratoxine A 856/2005 Pomme et dérivés 10 a 50 pg/kg
Patuline 856/2005 Céréales et dérivés 200 & 1750 pg/kg
Déoxynivalénol 856/2005 Céréales et dérives 200 a 2000 pg/kg
Fumonisine 856/2005 Céréales et dérivés 20 a 200 pg/kg
Zéaralénone N’est pas déterminé Céréales et dérivés En attente
Toxine T-2
Alimentation animale 32/2002 Céréales, autres 5a 50 pg/kg
Aflatoxines céréales 1000 mg/kg
Ergot de seigle

1.8. Les aflatoxines
1.8.1. Définition et Origine
Le nom aflatoxine est un acronyme formé de la combinaison de la lettre « A » pour
Aspergillus et « FLA » pour flavus.ce nom est issu de 1’éspéce impliquée dans la
contamination des aliments responsables de la Turkey « X » disease : Aspergillus flavus. On
y associe le mot anglais « TOXIN » signifiant poison (A.elkhoury, 2007; Bhat et al., 2010).
Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites hautement toxiques produites par
différentes espéces fongiques toxinogenes (Aspergillus flavus, A.parasiticus.....). Ces
contaminants naturels de 1’alimentation humaine et animale sont a la base de divers
problémes tels que les déficiences nutritionnelles, I’immunosuppression, le cancer du foie,
les effets mutagénes et tératogénes (Wagacha et Muthomi., 2008). Elles ont été isolées pour

la premiere fois en Angleterre en 1960, suite a des intoxications dans un élevage des
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dindonneaux (Adams et al., 2002; Chapeland-Leclerc et al ., 2005). Elles proliferent dans
les atmospheéres chaudes et humides notamment sur les grains et les céréales telles que les
arachides (noix, pistache, cacahueétes......) ; le café le mais et le blé........ on la retrouver
également dans le lait de vache.

Les aflatoxines sont les mycotoxines les plus produites par le genre Aspergillus. Elles
sont produites par au moins une vingtaine d’especes appartenant a trois principales sections :
Flavi, Nidulantes et Ochraceorosei (Baranyiet al., 2015). Les recherches menées sur les
aflatoxines ont établi la prévalence de deux principaux types d’aflatoxines :

- Les aflatoxines du type B (AFB1 et AFB2)

- Les aflatoxines du type G (AFG1 et AFG2)

- Les aflatoxines du type M, non moins importantes que les premiéres, ont été
détectées pour la premiére fois dans le lait comme métabolites des aflatoxines du
type B (Nikiéma, 1993 ; Richard et Lyon., 1986 ; Schmidt et Esser., 1985). Mais
le plus important dans les produits alimentaires ( Sidhu et al ., 2009), et le plus
potentiellement cancérigene est I’aflatoxine B1 (AFB1) dont le nom chimique est le
suivant :

6Méthoxydifurocoumarone2,3,6aa,9aa-tétrahydro-4-méthoxy-
cyclopenta[c]furo[3°,2”:4,5]furo[2,3-h][I]benzopyran-1,11-dione (R. Elkhoury, 2016).

1.8.2. Structure

Les aflatoxines forment un groupe de 18 composés structurellement proches ( figure
n°7) , dont six constituent les formes les plus couramment rencontrées dans les aliments
(B1,B2,G1,G2, M1,M 2) (Gautier, 2016) . Les aflatoxines sont caractérisés au niveau
moléculaire par des cycles bifurae coumarine-lactone/cyclopentone. Leur structure est un
assemblage d’une coumarine et de 03 furannes. Les aflatoxines du type G possedent un cycle
lactone, tandis que celles du type B ont un cyclopentanone. Chaque type d’aflatoxines est
subdivisé en deux groupes (1 et 2) ; les aflatoxines du groupe 1, a la différence de celles du
groupe 2, sont caractérisées par la présence d’une double liaison en C8,9 du premier anneau
furane. Les aflatoxines du type M possedent un anneau cyclopentanone comme celles du
type B, mais sont hydroxylées en C10 (figure n°3) (Coelho, 2017).
Le cycle lactone de I’AFB1 semble étre responsable en majorité de sa toxicité (EI Assaoui,

2018).
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Aflatoxine B2 M3

Aflatoxine G2 ©'2 Aflztoxine N2 CHy

Figure n°03 : Structures chimiques des principales aflatoxines (Campagnollo et al., 2016)

Tableau n°07 : Principales aflatoxines produites par les especesdu genre Aspergillus

(Bbosa et al., 2013).

Furanocoumarines

Type

d’aflatoxine

Espece aspergillaire

Groupe des
difurocoumarocyclopente

nones

Aflatoxine B1

A flavus, A.arachidicola,
A.bombycis, A.minisclerotigens,
A.nominus, A.ocharaceroseseus,
A .parasiticus, A.pseudotomarii,
A.rambelii,

Emericellavenezuelensis

Aflatoxine B2

A flavus, A.arachidicola,
A.minisclerotigens, A.nominus,

A.parasiticus

Aflatoxine B2a

A.flavus

Aflatoxine M1

Métabolite de I’AFB1 (produite par

A flavus et A.parasiticus).

Aflatoxine M2

Métabolite de I’AFB2 dans le lait des
animaux nourris avec des aliments

contaminés

Aflatoxine M2a

Métabolite de ’AFM?2

La recherche des Aspergillus section Flavi et leur mycotoxine dans les arachides



Revue bibliographique

Aflatoxicol

M¢étabolite de I’AFB1(produite par

A.flavus

Aflatoxicol M1

Métabolite de ’AFM 1

Groupe des

difurocoumarolactones

Aflatoxine G1

A flavus, A.arachidicola, ,
A.minisclerotigens, A.nominus,

A.parasiticus

Aflatoxine G2

A flavus, A.arachidicola,
A.minisclerotigens, A.nominus,

A .parasiticus

Aflatoxine G2a | Métabolite de I’AFG2
Aflatoxine GM1 | A.flavus

Aflatoxine GM2 | Métabolite de I’AFG2
Aflatoxine B3 Non définie
Parasiticol (P) A flavus

Aflatrem A flavus, A.minisclerotigens
Aspertoxin A flavus
Aflatoxine Q1

Meétabolite de ’AFB1

1.8.3. Propriétés physico- chimiques

Les aflatoxines sont des composés organiques de nature non protéique de faible
poids moléculaire (312 a 330 g/mol), se présentent sous forme de cristaux a point de fusion
élevé (240°C — 289°C) (AFSSA, 2009). Elle sont vulnérables a la lumiére UV mais trés
stable a des températures elevées (supérieures a 100°C) (Eivazzadeh-Keihan et al ., 2017 ;
Baranyi et al ., 2015 ). L’AFG2 est dénaturée a partir de 237°C, I’AFG1 se décompose
entre 244-246 °C, tandis que I’AFB1 et I’AFB2 s’aveérent étre encore plus résistantes, se
décomposant respectivement a partir de 268 et 286°C (IARC, 2002). Cette température peut
atteindre 299°C pour les structures les peut thermostables telles que les AFM. Cette propriéte
les rend particulierement résistantes aux traitements thermiques comme la congélation, la
pasteurisation ou encore la stérilisation (Gautier, 2016). Les aflatoxines sont relativement
instables par exposition a la lumiere surtout les UV et a I’air en présence d’oxygene avec des

pH extrémes (pH inférieur a 3ou pH supérieure a 10). tout provoquent I’oxydation du cycle
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lactone de I’aflatoxine devient sensibles a une hydrolyse alcaline, mais en cas de
neutralisation, il peut se reformer( Binder et Krska , 2012). Les aflatoxines sont aussi
dégradées par I’ammoniac (NH4OH) et ’hypochlorite de sodium (NaOCL). Lors de cette
derniére réaction I’AFBI, il se forme le 2,3-dichloro-aflatoxine B1 qui est directement
génotoxique (R. Elkhouri, 2016).

Les aflatoxines, en solution dans un solvant fortement polaire. Leur stabilité est trés
variée : dans 1’eau elles sont généralement peu solubles (10 a 30 pg/ml) (Gautier, 2016).
Elles sont tres solubles dans les solvants modérément polaires comme le chloroforme, le
méthanol, 1’éthanol, I’acétone, ’acétonitrile (Mahine, 2017) et surtout dans le diméthyl-
sulfoxyde « DMSO » (Krivobok, 1983). Eles présentent une instabilité totale dans les
solvants non polaires ’hexane, 1’éther de petrole et I’éther éthylique (Mahine, 2017).

Les noms de ces AFS (B1, B2, G1, G2) sont basés sur leur fluorescence sous la
lumiére UV (bleu « blue pou B1 et B2 » ou vert « green pou G1 et G2) et sur la mobilité
chromatographique relative a leur séparation (Tableau 08). Par contre les AFS (M1 et M2)
ont tenu leur appelation du fait de leur détection dans le lait « milk » des vaches laitiéres
nourries par une alimentation contaminée (Loic, 2008). Les aflatoxines ne contenant pas
d’azote dans leurs molécules, et de ce fait ont un pouvoir antigénique tres faible (Redouane-
Salah, 2016).

Tableau n°08 : Le Poids moléculaire (PM), facteur de rétention (RF) calculé sur gel de silice
60 (0,25 mm), points de fusion et spectre d’absorbation sous UV des aflatoxines (Krivobok,
1983).

Aflatoxines
Propriété RF Spectre
Type | PM Point de fusion°C
Max E(nm)

-Cristaux Bl 312 0,56 | 268-269 (décomposition) 223 25600
fluorescents. (cristallisation dans le 265 13400
-Ces couleurs chloroforme). 362 21800
de

fluorescence | B2 314 0,53 | 287-289 (décomposition) 222 17000
sont a (cristallisation dans un melange | 265 11700
I’origine du de chloroforme et de 363 23400

pentane).
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nom des

mycotoxines.

Gl

G2

M1

M2

P1

Q1

Aflato

xicol

B2a

G2a

328

330

328

330

298

328

314

330

346

0,48

0,46

0,40

244-246 (décomposition)
(cristallisation dans un mélange
de chloroforme et de

méthanol).

237-239 (décomposition)
(cristallisation dans une
solution d’acétate d’éthyle).
299 (decomposition)
(cristallisation dans une

solution de méthanol).

293

>320

230-234

240

190

243
257
264
362

214
265
363

226

265

357

264
357

267

342

362

267
366

261
325

360

362

11500
9900
10000
16100

28100
11600
21000

23100

11600

19000

12100
22900

11200

14900

15400

11450
17500

10800
14100

20400

18000
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1.8.4. Méthodes d’analyse

Dans les produits végétaux, la qualité de 1’échantillonnage est primordiale compte
tenu de la contamination habituellement trés hétérogene. Pour les aliments pour animaux, la
méthode d’échantillonnage AOAC 977.16 fut la premiére élaborée a cet effet. Deux autres
normes s’y rattachent : 1ISO 6497 et prNF EN ISO 6498. Le réglement (CE) n° 401/2006 de
la commission du 23 février 2006 fixe les modes de prélévement d’échantillons et des
méthodes d’analyse pour le contrble officiel des teneurs en mycotoxines des denrées
alimentaires.

Les méthodes validées de dosage des aflatoxines totales (AFB1+ B2+G1+G2) ou
AFB1 seule sont généralement basées sur des systemes chromatographiques de purification
et de séparation (telle que la chromatographie liquide haute performance, CLHP). Elles
s’appliquent aux matrices pour les quelles une réglementation existe. Citons parmi elles
celles pour les grains (AOAC990.33) , pour I’alimentation du bétail (ISO 14718 :1998, et
AOAC 2003.02) et de maniére plus ciblée pour le mais, les arachides brutes et le beurre
d’arachide (AOAC 991.31 ou norme NF EN 12955), pour les cacahuétes, les pistaches, les
figues et le paprika en poudre (AOAC 999.07 ou norme NF EN 14123), ou pour les aliments
pour bébés (AOAC , 2000).

Des méthodes analytiques de méme type ont été validées pour le dosage spécifique
de ’AFMI1 dans le lait liquide (IDF 111A :1990 et aoac 2000.08) et dans le lait en poudre
(IDF 171 :1995/1SO 14501 et IDF 190 :2003/1SO 14674) (Gallotti et al.,2006).

1.8.5. Contamination des aliments

La présence des aflatoxines dans 1’alimentation humaine et animale est le résultat
d’une contamination par des espéces fongiques aflatoxinogenes. Le taux et le degré de
contamination dépendent étroitement de la température, de I’humidité et des conditions de
stockage. Les aflatoxines sont rencontrées sur les cultures dans les champs avant la récolte
dans les pays chauds et humides. La contamination apres la récolte et /ou pendant le stockage
est également possible, si le sechage des cultures est retardé. Elles contaminent les arachides,
les pistaches, les amandes (Klich, 2007), mais aussi les grains de coton et de tournesol
(Brochard et le Bacle, 2009), ainsi que certaines céréales (mais, blé, sorgho) et leurs
produits dérives. L’AFB1 peut également étre retrouvée dans les épices (EI Magubi et al.,
2013; Brochard et le Bacle, 2009), les fruits secs (Juan et al ., 2008).

La présence des aflatoxines peut étre detectée dans les produits et aliments d’origine

animale comme la viande, les ceufs, la volaille et le lait (Neme et Mohammed, 2017). Leur
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présence a déja été constatée dans les produit animaux seulement si les quantités initiales
ingérées sont suffisamment importantes (Bailly et Guerre, 2009; Herzallah, 2009;
Hymeryet al., 2014). De plus, des quantités d’AFM1 peuvent aussi étre transférées aux
nourrisson par le lait des meéres consommant des aliments contaminés par I’AFBI
(Nematietal., 2010; Elzupiret al., 2012).

Les conditions les plus favorables pour le développement d’A.flavus et la production
d’aflatoxines dépendent essentiellement la nature de la flore fongique et ses particularités
physiologiques, la nature et la composition du substrat, les conditions climatiques et

environnementales (Bhat et al., 2010).

1.8.6. Limites maximales pour les mycotoxines dans les aliments dans certains pays
européens et les USA

Les limites maximales pour les mycotoxines dans les aliments se résument dans le
tableau si dessous (Creppy, 1995).
Tableaun®09 : limites maximales pour les mycotoxines dans les aliments dans certains

pays européens et les USA.

Mycotoxine Pays LM(ug/kg ou pg/l) Aliments
Finlande 2 Tous
Allemagne 2 Tous
Pays-Bas 5 Tous
Belgique 5 Tous
Portugal 25 Arachide
5 Aliments, pour enfants
20 Autres
Tous
Autriche 1 Céréales, noix
2 Tous
AFBL Suisse 1 Mais, céréales
2 Tous
Tous
Espagne 5 Tous
Luxembourg 5 Tous
Irlande 5 Tous
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Danemark 5 Tous
gréce 5
Suede 5 Tous
Norvege 5 Arachides, noix
Finlande 5 Tous
Allemagne 4 Tous
0,05 Enzymes, et formulations
G. Bretagne 4 Noix, fruits secs
France 10 Tous
Italie 50 Arachides
AF totales : )
Autriche 5 (B2+G1+G2) 0,02 Tous
AFB1, AFB2, .
(M1+B1+B2+G1+G2) | Aliments pour enfants
AFG1 et AFG2 _
Suisse 5 (B2+G1+G2) Tous
0,01 Nourritures de bébés
USA 20 Tous
Belgique 5 Arachides
Bonie 1( B1+G1) Céréales
5 Féves, haricots
0,05 Dérivés laitiers, liquides
. 0,05 Lait
Suede )
] 0,05 Lait
Autriche Allemagne )
0,05 Lait
Pays-Bas
0,02 Beurre
0,02 Fromages
) 0,5
AFM1 Russie )
) 0,02 Aliments pour enfants
suisse
0,05 Lait et dérivés
0,25 Fromage
1.8.7. Toxicité

1.8.7.1. Mécanisme d’action toxique

Les effets pathogénes les plus marqués des mycotoxines se situent le plus souvent

spécifiqguement au niveau de certains organes comme le foie (aflatoxine), les reins (citrines)
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le ceeur (acide penicillique) et le systéme nerveux (acide aspergillique, penitrem A) (Huwig
A., 2001).

En ce qui concerne I’aflatoxine B1 il est activé dans le foie par le systéme oxydasique
microsomal (Reglement, 2003). En aflatoxine B1 dihydradiol qui estconjuguée et excrétée
dans la bile, 1’urine et le lait.

Des études in vivo et in vitro ont la liaison covalente qui s’établit entre un métabolite
intermédiaire de I’aflatoxine, la 2-3 epoxyde aflatoxine B1 avec I’ADN, liaison a I’origine
de mutations déterminantes dans I’initiation d’un cancer (Reglement, 2002).

Cette liaison a ’ADN bloque également la duplication et entraine secondairement
une perturbation de la traduction et de la transcription du génome donc de la syntheése
protéique ultime étape de la chaine.

Non métabolisée, 1’aflatoxineconcurrence les hormones stéroides génitales aupres
des sites de liaison avec les polyribosomes (Soheir et Mona., 2004)

L’induction enzymatique, la synthése des facteurs II et VII de la coagulation
sanguine, la transformation du glucose par ’intermédiaire du glucose 6 phosphate, la
synthese des acides gras et des phospholipides sont perturbées; la disparition du
rétrocontrdle de la synthése du cholestérol est également observée (Reglement, 2001).
1.8.7.2. Effets toxiques

L’homme s’expose aux aflatoxines par voie orale en ingérant des aliments
contaminé. Cette contamination peut étre directe par la consommation des denrées
alimentaires végétales (voie primaire), ou indirecte par le biais de produits d’origine animale
(voie secondaire) (Neme et Mohammed, 2017). La toxicité des aflatoxines se manifeste
sous la forme de toxicose appelée « aflatoxicoses ». Selon la concentration et la durée de
I’exposition, les aflatoxines peuvent étre a la fois a I’origine des intoxications aigues et
chroniques. L’exposition a long terme méme a des niveaux extrémement faibles est
dangereuse pour la santé (Prandini et al., 2009).

En 2002, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) de ’OMS classe
I'aflatoxine dans le groupe I, car il existe des preuves suffisantes de la cancérogénicité de ses
molécules chez I’homme et I’animale, ’AFM1 dans le groupe II B et ’AFG1 dans le groupe
I (AFSSA, 2009). Quant a L’AFG2, les données actuellement disponibles sont
insuffisantes pour la classer dans cette catégorie. La plus toxique des quatre aflatoxines
naturelles est L’AFB1, viennent ensuite par ordre décroissant detoxicité I’AFG1 puis les

AFG2 et AFB2 (Meissonnier, 2005).
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L’AFB1 possede des propriétés cancérogenes, hépatotoxique, tératogéne et
immunotoxiques. L’ AFBI1 est le composé présentant le potentiel toxique le plus important.
Elle est la seule mycotoxine ayant un réle avéré dans 1’apparition de certains cancers du foie
(Wogan, 2000).

Les effets d’une toxicité aigue varient d’une espéce animale a I’autre suivant 1’age,
le sexe, 1’état général et le mode de contamination. Chez I’animal, 1’intoxication aigue se
traduit par un malaise, une perte d’appétit, un ictére, de 1’ascite puis par le déces rapide de
I’individu. Le foie présente un aspect décoloré, un volume augmentg, des 1ésions nécrotiques
ainsi que des foyers d’infiltration graisseuse. Des lésions, rénales et une congestion des
poumons sont aussi observables (Brochard et Le Bacle, 2009). Chez I’homme, les cas de
toxicité aigue sont rares. Les derniers cas d’intoxication aigue remontent aux débuts des
années 2000 au Kenya, et ont été attribués a 1’ingestion de mais contaminés (CDC, 2004).
L’exposition a des doses massives d’aflatoxines entraine un ensemble de symptdmes
ressemblant a une hépatite aigue: vomissements, ictere, douleurs abdominales,
hépatomégalie et cedémes (Brochard et Le Bacle, 2009).

Dans le cas d’une intoxication chronique, le foie est la cible privilégiée des
aflatoxines. Elle est fréquemment observée chez les animaux d’élevage (volailles, porcs,
ruminants.......).La toxicité chroniquese manifeste par une diminution de la prise alimentaire,
une asthénie voire un coma dans les cas trés séveres (Brochard et Le Bacle, 2009). De
méme que pour une intoxication aigue, le foie est pale et présente deslésions de fibrose et
parfoisde cirrhose.

Outre son role dans 1’apparition d’hépato-carcinomes, 1’exposition chronique aux
aflatoxines semble étre a I’origine de troubles de la reproduction et de malformations feetales
(CDC, 2004). Des études sur des souris ont mis en évidence des anomalies du nombre et de
la morphologie des spermatozoides, ainsi que des malformations squelettiques et cardiaques
chez les nouveaux nés. D’autre part, les effets immunosuppresseurs de I’AFB1 rendent les
especes animales sensibles aux infections opportunistes, par diminution de la réponse
inflammatoire de 1’organisme (Brochard et Le Bacle, 2009).

Les nourrissons peuvent également étre exposés aux aflatoxines par le biais de la
meére. Une exposition des jeunes enfants a des concentrations supérieures a la limite
quotidienne maximale admissible provoque divers types de cancer et des déces en fonction
du type, de la dose et de la période d’exposition (AtongbiikA chaglinkame et al., 2017).
Les aflatoxines sont capables de traverser la barriere placentaire humaine. Les expositions
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répétées aux aflatoxines in utero et durant 1’enfance pourraient prédispose un individus au
cancer du foie (Partanen et al., 2010; Ramos et al., 1998).
1.9.Réglementation

En raison de la haute toxicité des aflatoxines, de nombreux pays ont établi des
réglementations strictes afin de contréler leur présence dans les aliments et d’interdire le
commerce des produits contaminés. Un sondage établi par la FAO en 2003 a révélé qu’une
centaine de pays, représentant environ 87% de la population mondiale, avaient instauré une
réglementation pour les mycotoxines dans les aliments destinée a la consommation humaine
et animale (Smith et al., 2016).

La réglementation varie d’un pays a un autre et dépend habituellement du niveau de
développement économique d’un pays, de I’étendue de la consommation et de la sensibilité

a la contamination des cultures a réglementer (Udomkunet al., 2017).

1.9.1. Al’échelle nationale

En Algérie, I’arrété correspondant au 11 octobre 2006 rendant obligatoire la méthode
de dosage de I’aflatoxine BI1 et la somme des aflatoxines B1, B2, G1, et G2 dans les
céréales, les fruits a coque et les produits dérives (Journal officiel N°06/2007 du 11 octobre
2006).
Tableau n°10 : Limites réglementaires algériennesdes AFs dans les produits

d’alimentations humaine et animale ( FAO, 2003).

Produit Somme Les limites Méthodes Méthode

Mycotoxines (1g/kg) d’échantillonnage d’analyse

Produits d’alimentation humaine

Arachide, Aflatoxine B1 10 Non officielle officielle
Fruits a coque, AFs: B1,B2,G1 20 DZ;
Céréales G2

Produits d’alimentation animale

Aliments pour Aflatoxine B1 20 Non officielle

officielle

Bétail

Dz,

Les donnees ont été fournies par le ministere du commerce algérien
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DZ:1: AOAC (1990). 986.22. Aflatoxins in peanuts and peanuts products — CB method Food
and Drug laboratories — Canada —Best food method.
DZ1: NF-VF (1980).Animal feed — aflatoxins measurement B1, June 1980 : 18-200.

1.9.2. Al’échelle internationale

Dans le cadre du reglement 1881/2006/CE (abrogeant le réglement 466/2001/CE

et ses modifications) portant fixation de teneurs maximales pour certains contaminants dans

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

indésirables dans les aliments pour animaux, des teneurs maximales ont été fixées pour les
aflatoxines (Gallotti et al.,2006).

Tableau n°11 : Teneursmaximales en aflatoxines exprimées en pg/kg (Fao, 2003).

Teneur maximale en

Alimentation Toxine Matrice
Hg/kg

Arachides (cacahuetes)+ de 2,5 ou 8 selon le produit

autres graines+fruits secs et son stade de
transformation

Céréales 2ou 5 selon le produit et son
stade de transformation

Certaines epices 5

Humaine | Aflatoxine B1 | Préparations & base de 0,1

céreales et aliments pour
nourrissons et enfants en bas

age

Aflatoxines
B1+B2+G1+G2

Arachides (cacahuetes)+

autres graines+fruits secs

de 2,5 ou 8 selon le produit
et son stade de

transformation

Céréales

de 2,5 ou 8 selon le produit
et son stade de

transformation

Certaines épices 10
Lait 0,05
Aflatoxine M1 | Préparation pour nourrissons | 0,025

et enfants en bas age
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Animale

Aflatoxine B1

Matiéres premiéres des

aliments pour animaux

20

Aliments
complets/complémentaires

De 5 a 20 selon les especes

animales
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Il. Les moisissres
I1.1. Généralités

Le terme moisissure est utilisé dans le langage courant pour désigner les
champignons microscopique (Arnaud, 2014). Les champignons représentent 1’un des plus
importants groupes d’organismes sur terre et jouent un role clé dans un grand nombre
d’écosystemes (Miller, 2002). Au sein du regne des champignons renfermant suivant les
auteurs 65000 a 100 000 especes différentes, les moisissures constituent un ensemble
hétérogéne d’environ 20 000 espéces (Berthier et valla, 2009 ; Azzoune, 2010).

Les champignons sont des organismes uni- ou pluri- cellulaires (Chabasse et al.,
2002), filamenteux, ubiquitaires (Pitt et al., 2000), hétérotrophes et immobiles, dont la
structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique (Nicklinet al., 2000). Ces
microorganismes appartiennent en majorité a trois classes : zygomyceétes, ascomycetes,
basidiomycétes et deutéromycétes (Berthier et Valla, 2009 ; Azzoune, 2010). Les
moisissures possedent un appareil végétatif constitué par un thalle, filamenteux, le
mycélium, dont les filaments s’appellent des hyphes (Nicklinet al., 2000). Le mycélium peut
étre différencier des organes forts variés selon les groupes, spécialisés dans la multiplication
et la dissémination, auxquels on accorde la dénomination globale de spores (Bourgeois,
1989).

Les champignons sont aérobies, en générale, acidophiles (pH compris entre 3 et 7)
(Nicklinet al., 2000) et mésophiles ( température optimale 20-30°C) (Botton et al., 1990).

Cependant, certaines especes sont psycrophiles, se développant a basse température
(T°< 15°C ou méme parfois < 0°C, comme Cladosporiumherbarium, Thamnidium elegans).
Elles ont en générale, un faible besoin en eau par rapport a d’autres microorganismes (aw =
0,65) (Boiron, 1996). Elles sont souvent dotées de propriétés lytiques importantes
(cellulolytique, pectinolytique, amylolytique, protéolytique, lipolytique, etc........ ).

Les champignons établissent avec les especes animales et végetales différents types
d’interactions comme le saprobie, le parasitisme, le commensalisme et la symbiose. Ces
microorganismes produisent une grande variété de métabolites secondaires, certains d’entre
eux sont trés utiles a I’homme et présentent un intérét considerable dans les différents
domaines (agricultures, biotechnologie, environnement, santé, etc)..ainsi certains de ces
microorganismes sont utilisés dans le processus biotechnologiques pour la synthése des
différents acides, comme 1’acide citrique gluconique ainsi que pour la production d’enzymes

(protéases et pectinases) (Perry et al., 2004).
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D’autres sont utilisés dans 1’industrie agroalimentaire, pour 1’affinage des fromages
et I’amélioration des qualités organoleptiques de certains produits alimentaires (saucisse).
Dans le domaine pharmaceutique, les moisissures sont utilisées surtout pour la production
d’antibiotiques (pénicillines, céphalosporines etc) (Botton, 1990 ; Kiffer et Morelet, 1997 ;
Perry et al., 2004).

Environ 22% des antibiotiques identifiés et 40% des enzymes produites
industriellement sont élaborés par les especes fongique (Strohl, 1997). A c6te de ces intéréts
bénéfiques, les moisissures constituent un agent de détérioration trés important. Leur
développement indésirable sur les aliments peut entrainer de nombreux probléme tel que la
modification de 1’aspect des produits alimentaires, altération de qualités organoleptiques,
réduction qualitative et quantitative de la valeur alimentaire, une baisse de rendement des
récoltes et des pertes économiques dues au rejet des produits contaminés (Pitt et al., 2000).
Cependant I’impact le plus négatif de I’altération des denrées alimentaires est lié a la
synthése de substances toxiques : les mycotoxines. (Bhatnagar et al., 2002). lls peuvent
infecter le corp humain ou animale provoquant des maladies appelées mycoses suite a la
consommation des aliments contaminés (peuvent étre a I’origine d’intoxication alimentaire

ou de mycotoxicoses) (Lahouar, 2016).

11.2. Taxonomie et Classification

Les moisissures ne correspondent pas a un groupe systématique homogene, mais se
situent en diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée
sur des caractéres morphologiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction
(Davet, 1996). Un micromyceéte peut parfois se présenter sous différentes formes : une forme
sexuée ou téléomorphe et une forme asexuée ou anamorphe. Lorsque plusieurs aspects
coexistent pour la forme asexuée, on parle de synanamorphes. Lorsque 1’espéce fongique
existe dans la méme culture sous forme sexuée et asexuée, on parle d’holomorphe. On
différencie quatre divisions selon les modalités de reproduction sexuee: les
Mastigomycotina, les Zygomycotina, les Ascomycotina et les Basidiomycotina (Bourgeois,
1989). En outre, lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, la division est appelée
Deuteromycotina ou Fungi imperfecti (Chabasse et al., 2002).
11.3. Ecologie des champignons

Dans la nature, les champignons se développent le plus souvent comme des

microorganismes saprophytes. Ils participent a la dégradation et au recyclage de la matiere
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organique et minérale. Ces caractéristiques conférent aux champignons, la possibilité de
coloniser et d’explorer de nouveaux habitats et ainsi, d’occuper tous les environnements
possibles. Terrestres et aquatiques, régions tropicales et polaires (Dix et Webster, 1995).
Quelques espéeces sont adaptées a la sécheresse, d’autres vivent au contraire dans 1’eau (eaux
douces, océans, ou eaux usées). Certaines supportent bien des pressions osmotiques élevées
(dans les milieux trés salés, ou tres sucrés, par exemple) et arrivent a contaminer les
salaisons, le miel, ou les confitures. Des champignons aimant la chaleur se trouvent dans les
composts (a70 — 75°C). Mais on trouve aussi des champignons dans les toundras arctiques ;
en haute montagne, I’hygrophore printanier se récolte a la fonte des neige (2°C) ; et certains
champignons peuvent encore pousser dans les chambres réfrigérés (Sporotrichumcarnis)

peut altérer des viandes pourtant conservées a — 5°C (Locquin, 1984).
11.4. Identification

L’identification des espéces fongiques susceptibles de coloniser les aliments est
basée sur la comparaison des criteres d’ordre morphologique (macroscopique et
microscopique), biochimiques, ou génétiquesaprés leur culture sur différents milieux
appropriés en fonction de la finesse de I’identification recherchée (Guarro et al., 1999). Les
méthodes moléculaires, basées sur les caractéristiques des séquences des acides nucléiques
(ADN) est souvent utilisée (Arnaud, 2014). Toutefois, la complexité du régne fongique fait
qu’a I’heure actuelle, ces outils ne peuvent pas encore remplacer complétement I’examen

morphologique, qui reste la base de 1’identification (Chabasse et al., 2002).

11.4.1. Identification morphologique

L’approche classique d’identification des champignons filamenteux est basée sur les
criteres de classification observables (Arnaud, 2014) macroscopiquement (aspect des
colonies, de leur couleur) et macroscopiquement (aspect des mycéliums, des spores, des

phialides, des conidiophores....) (Cahagnieret al., 1998).

v Critére d’identification macroscopique
La vitesse de croissance peut étre rapide comme chez les Aspergillus ou lente
comme chez les Penicillium. Elle varie aussi selon la richesse de I’inoculum. Elle est
d’autant plus rapide que I’inoculum est important. L’aspect des colonies est également un
critére d’orientation. Les champignons luviriformes donnent des colonies lisses, glabres,

humides, d’aspect brillant ou mat, parfois ruhueuses.
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Par contre, les champignons filamenteux ont une texture différente : duveteuse,

cotonneuse, veloutée, poudreuse ou granuleuse. La couleur de la colonie est également un

¢lément pertinent d’orientation ainsi que la présence d’un pigment dans la gélose, bien que

ces derniers critéres sont soumis aux conditions de culture. Les pigments peuvent étre

localisés au niveau du mycelium (Aspergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de

culture (Fusarium). La taille des colonies peut étre trés variable en fonction des genres

fongiques : petites colonies (Cladosporium), ou colonies étendues, envahissantes (Mucor,
Rhizopus)( Chabasseet al., 2002).

v' Critére d’identification microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique est réalisé apres prélévement d’un

ou plusieurs fragments de la culture et étalement de la préparation entre lame et lamelle.

Généralement, 1’objectif 40 est suffisant pour mettre en évidence les éléments importants du

diagnostic (Chabasse et al., 2002).

Lors de cette analyse, plusieurs structures sont observées comme 1’appareil végétatif,

les organes de fructification et les spores.

Le thalle végétatif : tous les champignons possédent un appareil végétatif constitué
de filaments (hyphes), I’ensemble est appelé thalle ou mycélium. On distingue :

Le thalle septe ou cloisonné : ces filaments ont un diamétre étroit et régulier de 2 a
5um, leurs bords sont paralléles.

Le thalle siphonné ou coenocytique : filament peu ou pas ramifiés, de diametre large
et irrégulier de 5 al15um et non cloisonnes.

La paroi : est pigmentée (mélanisée) ou non (hyaline) (Chabasse et al., 2002).

Les spores : peuvent étre endogenes (les endospores), ou exogenes (conidiospores ou
conidies). L’examen des spores est une étape primordiale de 1’identification des
champignons (Campbell et al., 1996). Selon leur aspect, on distingue :
Amerospore : spores unicellulaires de petite taille.

Didymospores : spores bicellulaires.

Phragmospores : spores pluricellulaires a cloisons transversales.

Dictyospores : spores pluricellulaires a cloisons transversales et longitudinales.
Scolécospores ;. sporesétroites, effilées, souvent incurvées et cloisonnees

transversalement.

L’identification microscopique nécessite 1’examendes organes de fructification ;

présence ou non d’organes protecteurs des conidies, modes de formation des conidies (issues
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directement du thalle, solitaires (aleuriospores) ou en chaines (arthrospores), ou produites
par bourgeonnement et regroupées soit en grappes, en masses, en téte (balles), en chaines
basipetes, en chaines acropetes (Chabasse et al., 2002).

Cependant, ces critéres ne suffisent pas a eux seuls pour identifier d’une manicre
précise certaines espéces de champignons toxinogenes. C’est pourquoi, I’identification des
principaux genres et especes fongiques repose actuellement sur une approche de taxonomie
polyphasique qui consiste a étudier non seulement les caracteres morphologiques mais aussi
les caractéres chimiques, et moléculaires.

11.4.2. Identification biochimique

La détermination des contenu en métabolites secondaires notamment les types de
mycotoxines produites font partie des critéres étudiés pour I’identification des champignons
toxinogenes (Samson et al., 2006 ; Frisvad et Samson, 2004 ; Vargaet al., 2007). Dans
les derniers travaux réalisés par Pildainnet al., 2008 et publiés dans International Journal of
Systematic and EvolutionaryMicrobiology, 12 métabolites ont été etudiés pour distinguer
entre différentes espéces du genre Aspergillus section Flavi . Ces métabolites sont 1’acide
Kojique; AFB1; AFG1l; CPA; acide aspergillique; asperfurane; parasiticolides;
chrysogine ; aflavarines ; paspalinine et paspaline ; aflatrems et aflavinines et nominines.
11.4.3. Identification moléculaire

La méthode traditionnelle de 1’identification des moisissures est fondée sur les
caractéristiques morphologiques. Cette identification nécessite une culture, parfois sur des
milieux spécifiques pendant 7 jours minimum afin d’obtenir la formation des conidies.
L’absence de I’apparition des conidies rendra impossible I’identification du mycélium.
D’autre part, la présence d’un trés grand nombre d’espéces au sein d’un seul genre rend la
distinction trés difficile et nécessite un haut degré de spécialisation. En outre, les
changements constants dans la taxonomie peuvent conduire a une mauvaise identification et
une fausse évaluation de son potentiel toxinogene. Par conséquent, de nombreuses études
visant a développer des méthodes d’identification basées sur la biologie moléculaire,
essentiellement sur ’amplification par PCR (polymérasechaineréaction), ont été réalisées
(Niessen, 2007).

Les méthodes moléculaires sont basées sur I’amplification par PCR de certaines
régions specifiques comme le géne codant pour la région ITS, la région ITS est formée de
ITS1 de ’ADNr 5,8 et de I’'ITS2 encadrée par les ARNm 18S et 28S (Strachan et al.,
1999).
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La démonstration de 1’intérét des séquences des génes codant les ARN rébosomique
(18S, 28S région variable V3 D1 :D2) a permis d’affiner la distinction des groupes
taxonomiques et des especes chez les champignons. Les régions inter géniques non
transcrites de ces génes (ITS1 et ITS2) se sont egalement avérées utiles pour la distinction
des taxa. Ces deux types de marqueurs seuls ; ARNr28S ou ITS1/ITS2, permettent une tres
bonne identification des genres, a partir des acides nucléiques extrait de n’importe quel
mycélium, aprés amplification avec des amorces universelles chez les champignons
inférieurs et supérieurs, et comparaison a des séquences de référence. Les bases de données
de séquences de références sont extrement riche, puisqu’a chaque description de nouvelle
espéce les données de séquence des divers marqueurs sont générées. Néanmoins, toutes les
séquences ARNr28S ou ITS1/ITS2ne sont pas connues simultanément pour toutes les
especes fongiques. La région 28S D1 :D2 fait référence pour la distinction de nombreuses
espéces de champignons ascomycetes ou basidiomycétes. Les régions intergéniques I1TS1-
ITS2 combinées, ont été proposées comme « code barre de la vie » pour les espéces
animales, les plantes et les champignons. En effet, de nombreuses limitations ont été
documentées pour 1’identification des espéces fongiques, certaines especes différentes
pouvant présenter 100% d’homologies avec 1’un ou I’autre de ces marqueurs, voire les deux.
Ainsi, dans des genres importants pour les industries pharmaceutiques, comme Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium, Alternaria, etc...la distinction précise des especes courantes
n’est pas possible avec les seules séquences ARNr28S, ou ITS1/ITS2 seules ou combinées.
La combinaison des deux régions ITS s’est avérée plus performante que 1’utilisation de I’une

ou de I’autre séparées (Arnaud, 2014).

I1.5. Principaux moisissures mycotoxinogénes
11.5.1. Généralité

Les champignons filamenteux peuvent avoir des effets bénéfiques ou néfastes au sein
de I’environnement humain. Ces micro-organismes sont impliques dans différents domaines
tels que I’industrie agroalimentaire, pharmaceutique, cosmétique et dans le secteur médical.
Néanmoins, ils représentent un risque dans le domaine de I’industrie agroalimentaire par
contamination des aliments. En effet, les moisissures peuvent étre a 1’origine d’importantes
dégradations des propriétés physicochimiques entrainant une altération des produits
alimentaires. La prolifération des moisissures pathogénes peut entrainer une production de

métabolites secondaires comme les mycotoxines qui sont responsables d’un taux élevé de
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toxicité. La présence de ces métabolites représente un risque majeur pour la santé humaine
(Rodriguez et al., 2015).

Cing genres de champignons, dits toxinogenes, ont la capacité de produire des
mycotoxines, il s’agit des genres: Aspergillus, Penicillium, Alternaria et Claviceps
(Azzoune,2010 ; Redoune-Salah, 2016 ; Haque et al., 2020 ; Miller et Trenholm, 1994).
Ces derniéres sont classées en deux groupes majeurs :(i) les contaminants du champ
(principalement Fusarium et Alternaria) pouvant infecter les plantes vivantes et (ii) ceux du
stockage (Penicillium et Aspergillus) capable de se développer apres la récolte, au cours du
séchage, du stockage, du transport et de la distribution (Atoui, 2006 ; R. EIKhoury, 2016).

Les mycotoxines peuvent étre produites a tous les stades de la chaine alimentaire
depuis le champ jusqu’au produit fini (Azzoune, 2010) et les conditions prédisposant a la
production de toxines sont des facteurs intrinseques, extrinseques et biologiques (Guezlane-
Tebibel et al., 2016). Les mauvaises conditions de stockage des récoltes favorisent
également le développement des champignons et la formation de mycotoxines
(Agriopoulou et al., 2020).

Les principaux genres producteurs des aflatoxines sont Aspergillus et Penicillium. Ils
représentent les contaminants les plus fréquents des aliments. On les retrouve principalement
dans les céréales, les arachides et dans de nombreux autres produits d’origine végétale et
animale (Delage et al., 2003 ; Lopez De Cerain et al., 2002 ; Filali et al., 2001 ; Otteneder
et Majerus, 2000).

11.5.2. Le genre Aspergillus
11.5.2.1. Définition

Aspergillus signifie « aspersoir » due a la forme de ses tétes aspergillaires (Galinas,
1995). Les Aspergillus sont des contaminants trés communs, tres répandus dans la nature et
ont une répartition géographique trés large, mais ils sont plus souvent associés aux régions
a climats chaudes (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002). 1l appartient a la division des
Ascomycotina et a 1’ordre des Eurotiales. Depuis la premiere description du genre
Aspergillus en 1729 par Michelli, le nombre d’espéces décrites n’a cessé de croitre. Dans
une récente publication, Samson et al (2014) ont décrit 339 especes morphologiquement,
génétiquement et physiologiquement proches dans le genre Aspergillus, dont la
classification taxonomique est en perpétuelle évolution depuis I'utilisation des outils

moléculaires (Gautier, 2016).
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La plupart des Aspergillus sont des saprophytes, capables de se développer dans le
sol, les détruits, dans les composts et sur les végétaux malades. lls contribuent a la
biodégradation et le recyclage des matiéres organiques (Scheidegger et Payne, 2003). De
nombreuses espéces d’Aspergillus sont présentes dans 1’environnement humain, notamment
dans la poussiere et 1’air (Morin, 1994). Aspergillus colonise les végétaux déja abimés par
des blessures, des piqlres d’insectes ou des attaques d’autres champignons, mais ils sont
aussi présent sur les surfaces des graines, dans les mauvaises conditions de stockage
(Scheidegger et Payne, 2003), ces champignons peuvent évoluer et devenir des parasites
(Champion, 1997).

Plusieurs espéces du genre Aspergillus sont aussi connues pour leur capacité a
produire des mycotoxines responsables de pathologies humaines et animales
(mycotoxicoses) (Samson et al., 2014). Parmi les mycotoxines produites par ce genre, les
aflatoxines et les ochratoxines sont celles qui représentent le plus de risques pour la sante.
Certaines especes peuvent étre directement pathogénes pour I’homme et 1’animal a cause de
leur capacité a envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses tel que les mycoses
pulmonaires (Morin, 1994).

L’identification des Aspergillus se base principalement sur des critéres
morphologiques. Cependant, I’application des outils de caractérisation moléculaire a montré
que cette identification strictement phénotypique pouvait conduire a des erreurs
d’identification (Balajee et al., 2006). Pour tenir compte des résultats de caractérisation
moléculaire, des sous-genres appelées sections ont été crées. Les moisissures du genre
Aspergillus sont actuellement reparties dans 6 sections principales : Usti, Flavi, Nigri,
Circumdati, Clavati et fumigati (Balajeeet al., 2006).
11.5.2.2.Caractéres morphologiques d’identification du genre Aspergillus

Les champignons ont une forme caractéristique et des couleurs vives qui les rendent
parfois aisément identifiables. L’identification morphologique des espéces appartenant au
genre Aspergillus est basée sur 1’observation des caractéres macroscopiques et
microscopiques.
11.5.2.2.1. Description macroscopique

Selon Raper et Fennell (1965), I’identification du genre Aspergillus est basée sur
les critéres suivants : Aspect de la colonie, Texture de la colonie, Production des sclérotes,

Vitesse de croissance.
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Aspect de la colonie : la couleur de la partie aérienne est le premier critére de base.
Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture classiques
(gélose au malt, Sabouraud) additionnés d’antibiotiques. Aprés 48H d’incubation, on
observe des colonies plates, formées de courts filaments aériens, blanc ; apres 96H
d’incubation, les colonies vont prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune ou
noire selon les especes. La majorité des Aspergillus poussent & 22-30°C ; les espeéces
thermotolérant (A.fumigatus) se développent a 37-40°C est parfois jusqu’a 57°C (Badillet
etal., 1987 ; Morin, 1994).
- Lacouleur de colonies permet une orientation rapide dans I’identification d’espéce :
gris-vert pour Aspergillus section Fumigati, vert-jaune pour Aspergillus section
Flavi, brun cannelle pour Aspergillus section Terrei, jaune a ocre pour Aspergillus
section Circumdati, noir pour Aspergillus section Nigri et blanche pour Aspergillus
section Candidi.(Chermette et Bussieras, 1993).
- Texture de la colonie : peut étre foconneuse, veloutée, etc. Les Aspergillus forment
des colonies souvent poudreuses ou granuleuse. Le revers de la colonie est incolore
au jaune, mais il peut brunir ou rougir avec I’age (Chermette et Bussieras, 1993).
- Production des sclérotes : certaines espéces d’Aspergillus ont la capacité de former
des amas mycéliens compacts, souvent durs, globuleux, ellipsoidaux ou allongés,
appelés sclérotes, qui aident le champignon a survivre dans des conditions hostiles
(Wicklow et Shotwell, 1983).
- Vitesse de croissance : une colonie d’Aspergillus se développe en général entre 2 a
7 jours (Raper et Fennell, 1965).
11.5.2.2.2. Description microscopique

Les Aspergillus sont caractérisés par un appareil végétatif (Thalle), cet appareil est
formé de filaments mycélium hyalins de diametre fin et régulier, septés et ramifiés. Des
filaments dresses, non cloisonnés appelées Conidiophores apparaissent sur les filaments
vegetatifs. Les conidiophoresse terminent par une vésicule de forme variable sur laquelle
sont disposées les cellules phialides. Les phialides peuvent étre insérées directement sur la
vésicule (tétes unisériées) ou portées par des petites structures insérées sur la vésicule (tétes
bisériées) nommeées métules ou stérigmate (Raper et Fennel, 1965). Les conidies, séches,
disposées en chaines divergentes ou associées en colonnes compactes, sont toujours

unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, hyalines
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ou pigmentées en jaune, vert, brun ou noir (Tabuc, 2007). L’ensemble vesicule + métules +

phialides + conidies constitue la téte aspergillaire aractéristique du genre Aspergillus.

Conidies
Phialides

Meétules

Vésicule

X N

{] comdiophore —» '\.‘
\ ¥ |

Téte biséniée Téte unisériée

Figure n°04: Représentation schématique des tétes aspergillaires modifiée (Pitt et
Hocking, 1997).
11.5. 3.Asprgillus section Flavi

Aspergillus section flavi, regroupe 22 especes dont les plus préocupante pour leur
capacité a synthétiser des aflatoxines sont A. flavi, A.parasiticus et A. nomius. Cependant,
d’autres espéces appartenant a ce groupe sont utilisées dans 1’industries alimentaires comme
A.oryzae et A.sojae (Amare et Keller, 2014). Ce sont des espéces étroitement liées et
difficiles a distinguer les unes des autres. L espece A.flavus produit principalement I’AFB1
et ’AFB2, tandis que A.parasiticus produit les 4 aflatoxines (B1, B2, G1, et G2) (Diener et
al.,, 1987 ; D’Mello et MacDonald, 1997). Quelques rares exceptions de sécrétion de
I’AFG1 et AFG2 par A.flavus ont été décrites (Wicklow et Shotwell, 1983 ; Gabalet al.,
1994). L’A.nomius, une espece rare proche d’A.flavus, est capable de produire les aflatoxines
(Kurtzman et al., 1987).

Les espéces de la section Flavi sont capables de se développer a des températures
comprises entre 10 et 48°C avec une température optimale de 33°C (Domsch et al., 1980 ;
Giorniet al., 2007). Pour I’espéce A.flavus, lacroissance optimale se produit a une
température comprise entre 19 et 35°C (Northolt et al., 1979).

Il est impossible de distinguer, macroscopiquement, les différentes especes de la
section Flavi du fait de la grande similarité entre eclles et 1’instabilit¢ des caractéres

morphologiques qui caractérisent chacune d’elles. C’est pour cette raison que la distinction
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se base parfois sur la nature des aflatoxines produites. Certaines souches d’A.flavus sont
également connues par leur capacité a produire 1’acide cyclopiazonique (CPA) (Giorni et
al., 2007).

Les espéces appartenant a la section Flavi contaminent divers aliments. Les
aflatoxines sont genéralement détectées dans les aliments des régions chaudes et humides.
Elles ont été détectées dans les céréales, les noix, les graines oléagineuses, les fruits secs, les
figues et le lait (Hocking, 2006 ; Medina et al., 2006).
11.5.3.1. Aspergillus flavus

L’A.flavus est I’espéece la plus associée a la contamination de certaines cultures. Cette
espéce peut contaminer plusieurs aliments comme le mais, les arachides, les noix, ainsi que
d’autres cultures. Sa croissance dans les produits agricoles s’accompagne souvent d’une
production des aflatoxines (Chang et Ehrlich, 2010).

Elle se caractérise par un thalle vert jaune a vert olive, floconneux, plus dense vers
le centre, lache en périphérie. Des colonies granuleuses sur Malt Agar (MA) montrant un
revers incolore a beige clair, fertile sur toute la surface alors que sur milieu Agar (AFPA),
un revers orange caractéristique est observé (Pitt et Hocking, 1997). Les tétes aspergillaires
ont une vésicule hémisphérique (25 a 60um de diametre) .ces tétes sont uni ou bisériées,
selon leur degré de maturation radiées, de couleur vert jaune a vert olive. La vésicule est
sphérique entiérement recouverte ou au trois quart, donnant des phialides verdatres, a
disposition radiaire ou en colonne. Les conidies gris pale sont subsphériques a éllipsoidales,
échinulées. Les conidiophores sont long et les plus &gés sont rugueux. Morphologiquement,
on peut distinguer deux catégories d’isolats. La premiére catégorie produit les sclérotes, de
type « L » et la seconde catégorie produit les sclérotes de type « S » (Tabuc, 2007).

Une croissance, peut étre observée a un intervalle de température compris entre 19 et
35°C. La température optimale de croissance sont comprises entre 29 et 35°C avec une
production maximale d’aflatoxine située a 24°C (Campagnollo et al., 2016).
11.5.3.2. Aspergillus parasiticus

Cette espece se caractérise par un thalle vert jaune sombre, floconneux et des colonies
granuleuses et denses sur Malt Agar, au revers incolore a beige clair. Le conidiophore de
taille de 250 - 300 um de couleur marron pale a paroi échinulée. Les tétes aspergillaires sont
majoritairement unisériées caractérisées par des vésicules sphériques de 30 — 35 pum de
diamétre recouvert au trois quart, donnant des phialides verdatres de 7-11um portant des

conidies sphériques de 4-6um de diamétre a disposition radiaire ce qui differe parfois
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d’A.flavus caractérisée par des conidies plus petites. Les sclérotes sont parfois produits, ils
ont sphériques de 400-800um de diametre, souvent blancs au début et deviennent noirs avec
le temps (Pitt et Hocking, 1997 ; Hedayati et al., 2007 ; Samson et al., 2010).

A.parasiticus se développe sur une grande variété de substrats naturels des que les
conditions de température et d’humidité sont favorables. Ce champignon peut produire des
mycotoxines dans les aliments et peut poser de sérieux risque pour la santé. Les aflatoxines
produites par cette espéce sont les AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2 (Garcia et al., 2011).
I11.L°Arachide (Arachis Hypogea L)

I11.1. Généralité et Définition

L’arachide (Arachis Hygea L) , également appelée cacahuéte, pois de terre, pistache
de terre et pinotte ( de ’anglais peanut) ( Krapovickas et Gregory, 1994). Elle est cultivée
partout dans le monde entre 40°N et 40°S (Smartt, 1994). Selon les statistiques de la FAO,
la culture de I’arachide est répandue actuellement dans plus de 100 pays (Manizan et al.,
2018).

L’arachide appartient a la famille des Fabacées, la tribu des Aeschynomenées, la
sous-tribu des Stylosanthinées, au genre Arachis. Le genre Arachis comporte soixante neuf
espéces diploides sauvage (Krapovickas et Gregory, 1994). Les arachides sont des plantes
autogames, de 30 a 70cm de haut, érigées ou rampantes, a croissance continue dont le fruit
marit en terre. Leur cycle végétatif est de 90 a 150 jours pour les variétés les plus tardives
(Schilling, 1996).

Au plan nutritionnel, 1’arachide est une oléo protéagineuse. La graine d’arachide
contient 45 a 52% d’huile qui est de meilleures qualités nutritionnelles comparativement aux
autres oléagineux, et est riche également en protéines (12a 36%). Elle constitue une
importante source de protéines faciles a digérer, de sucres, de vitamines E, de vitamine A
(Dwevidi et al., 2003).
111.2.0rigine

L’arachide est une plante originaire du Brésil. De nos jours, s’est elle étendue jusqu’a
la région tropicale de I’ Asie et de I’ Afrique. Il semble établi que 1’arachide soit originaire de
I’ Amérique Tropicale : Perou Brésil ou Argentine (Clement, 1981).

L’origine de I’arachide est incertaine, d’apres Chevalier (citepar IBRA ,1988), il
ya une forte probabilité pour que cette plante soit originaire de I’ Amérique du sud car aucune

espece spontanée n’est signalée en Afrique, alors qu’il en existe au Brésil (IBRA, 1988).
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L’arachide est une plante tropicale originaire d’ Amérique du sud. Le centre d’origine
se situe a I’est des andes dans une région comprise entre le sud-est de la Bolivie, le nord-
ouest de 1’Argentine, le nord du Paraguay et la région ouest du Matto Grosso au Brésil
(Ferguson et al., 2005).

111.3. Classification taxonomique
Selon Hubert en 2000, la position systématique du Arachis hypogea L est comme suit :

Tableau n°12 : Position systématique de I'Arachishypogea L (Hubert, 2000)

Reégne Végétal

Embranchement Phanérogames

Sous embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Sous classe Rosales

Ordre Fabale

Famille Légumineuses

Sous —famille Papilionacées ou fabacées
Genre Arachis

Espéece Arachishypogea L

I11.4. Composition chimique des arachides

Composition chimique des arachides selon le codex alimentarius est comme suit :
Tableau n°13 : Composition chimique des arachides selon le codex alimentarius
(Hubert, 2000).

Arachide (cacahuétes)
Les valeurs Quantité AJR %
Valeur énergétique 636kcal 32 %
Lipide 49.6 g 71 %
Protéine 2599 52 %
Glucide 14.8 g 5%
Eau 101g
Vitamine E 1179 10 %

0.0667 g 1%
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111.5. Description et présentation botanique

Le nom scientifique des arachides donné par Linné en 1753 est Arachis Hygea L

(Gillier ,1969) . L’arachide est une légumineuse, plante annuelle a fleurs jaunes. La plante

sait résister a la sécheresse et a la chaleur mais il lui faut un sol bien drainé. Elle vient a

maturité en 100 jours environ dans un climat chaud, ce qui la rend particulierement adaptée

a la saison des pluies. L’habitude veut que 1’on plante 1’arachide en méme avec d’autres

cultures, comme le sorgho, le millet, les pois sauvages, le coton et les légumes (Patrick,

2008). Cette plante admet des caractéristiques particuliéres :

Une racine pivote avec beaucoup de ramifications latérales, la racine principale
pouvant atteindre une profondeur de plus de 1,30. L’absorption de 1’eau et des sels
minéraux se fait surtout par le parenchyme cortical des radicelles (Gillier, 1969).
Plusieurs tiges dont une principale et des ramifications primaires peuvent avoire de
0,20 a2 0,70m de long, selon les variétés et les conditions du milieu. Les ramifications
sont toujours herbacées de couleur vert clair, vert sombre ou plus ou moins pourpre
(Gillier, 1969). La tige est vert cylindre porte des poils fins, elle constituée des
noeuds et entre noeuds petites proportionnelles (Debbabie et Shafchak, 2008).

Des feuilles de couleur verte plus ou moins foncées et pennées. Elles sont constituées
d’un pétiole d’une longueur de 4 2 9 cm portant deux ou trois paires de folioles
membraneuses, ovales munies a leur base de deux stipules large, longues et
lancéolées (Gillier, 1969).

Un fruit se développant dans le sol a une profondeur de 3 a 5 cm (Gillier, 1969). Ce
sont des gousses ovoides ou cylindriques de dimensions (longues de 1 a 8 cm et large
de 0,5 a 2 cm (IBRA, 1998)), de formes et de couleurs variées selon les
variétés (Abdoul, 2003). 1l est composed’une coque contenant 1 a 4 graines riche en
huile (45-53%) (Gillier, 1969).

L’inflorescence de I’arachide se présente sous forme d’épis de trois a cinq fleurs. Les
fleurs sont jaunes, papilionacées et sessiles. Chaque fleur a un calice constitué de
5sépales vert clair, (IBRA, 1988), un androcée ayant 10 étamines soudées entre elles
et un pistil formé d’un carpelle simple, sessile, de 0,5 a 1,5 mm de long. L’ovaire est
inséré sur un support (le gynophore) qui I’enfouit sous la terre apres la fécondation
(Gillier, 1969).
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Les grains, leurs poids variés de 0,2 a 2 g. La proportion des graines par
rapport au poids de la gousse entiére variée de 68 a 80 cm (Hubert, 2000).

Figure n°05 : Graine d’arachide (Novello et Santamaria, 2005)

La graine de cacahuéte contient des protéines et elle riche en acides gras non saturés
représentés par 60% d’acide oléique et en magnésium. Elle est également bien pourvue en

potassium, en fer, phosphore et en vitamines (B, BZ, PP, E) (Ah-Leung et al., 2003).

111.6. Utilisation d’arachide
111.6.1. En alimentation humaine

- Huile d’arachide, utilisée comme huile de table ou comme matiere premicre pour la
fabrication de margarine, résiste bien aux hautes températures (friture) ( Boli et al.,
2018).

- Beurre de cacahuéte (appelé beurre d’arachide au canada).

- Farine d’arachide, aliment de complément employé¢ en biscuiterie (déshuilé, riche en
acides amines essentiels)

- Arachide en coque (aliment de base dans certains pays d’afrique).

- Arachides décortiquée, arachides grillées pour apéritif (mélangées a d’autres goit
E621, gélifiant E414, dextrose, farine de blé, levure en poudre, protéines végétales
hydrolysées (soja, mais), épices (paprika, macis), poudre d’oignon, aréme, graines
de céleri), arachides pour confiserie (Hubert, 2000).

- L’arachide est également consommée en sauce en Afrique de I’Ouest. La sauce a la
pate d’arachides (obtenue n écrasant des arachides réties) appelée maffe est une

sauce aux légumes et a la viande. Elle accompagne le riz ou le couscous de petit mil,
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de sorgho ou de mais. Les arachides crues écrasées sont par contre cuites en sauce
avec des feuilles et de la viande. Cette sauce accompagne exclusivement le couscous
local.
- L’arachide est particulierement importante pour la santé infantile du fait de sa forte
teneur en nombreux nutriments essentiels a la croissance tels que les protéines, les
graisses et le calcium (Boli et al., 2018).
111.6.2. En alimentation animale

Le tourteau d’arachide (résidu de la graines aprés extraction de 1’huile) riche en
protéine (48 a 50%), constitué pendant longtemps un élément important dans 1’alimentation
du bétail en Europe et singulierement en France (Sebie et al., 2011 ; Fonceka, 2010).

Les fanes servent également a I’alimentation du bétail (équivalent aux fanes de pois),
a tel point que dans certaines régions, I’arachide est cultivée pour la seule production de
fanes (Sebie et al, 2011 ; Hubert, 2000). En foin, le séchage dure plusieurs semaines.
111.6.3. En agriculture

Comme toute les 1égumineuses, I’arachide est une culture qui enrichi le sol en azote.
Elle peut étre utilisée comme engrais (Debbabie et Shafchak, 2008).
111.6.4. Utilisation médicinale

- Utiliser dans le diagnostic des boutons et les crises d’asthmes (Hubert, 2000).

Des études médicales ont montré que la consommation de noix en général et
d’arachide en particulier réduisait les risques de maladies cardiovasculaire (Fraser,
2000 ; Albert et al, 2002).

- Les valeurs nutritives de [’arachide ont ét¢ récemment mises a profit dans la
composition d’aliments a haute valeur nutritive utilisés pour le traitement de la
malnutrition sévére chez I’enfant (Briend, 2001).

- L’arachide a toutes sortes d’usage en médecines traditionelles africaine et indienne
(Rakotoarimana, 2010).

- Des extraits de gousse se prennent sous forme de goutte dans 1’oeil pour traiter la
conjonctivité.

- Des macérations de coques et téguments sont appliquées contre 1’ophtalmie.

- Des infusions de feuille en goutte dans les yeux pour traiter les blessures oculaires et
la cataracte.

- Lejus des feuilles et des graines bryées s’administre en goutte dans I’oreille atteinte

d’écoulement auriculaire (otite par exemple).
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- Des macérations de téguments sont employées contre la syphilis tandis que celle des

graines contre lablennorragie.
I11.7.Importance économique de I’arachide dans le monde

L’arachide occupe le 4°™ rang mondial des produits oléagineux aprés le soja, le
coton, et le colza. Est une culture majeure dans la plupart des régions tropicales et
subtropicales. Elle est cultivee sur tous les continents, dans 120 pays environ, sur une
superficie totale de 24 ,6 millions d’hectares (Fonceka, 2010). Les pays les plus grands
producteurs d’arachide se trouvent sur les continents asiatiques, africains et américains. La
Chine et I’Inde sont les premiers producteurs (Mazoyer, 2002). La production mondiale de
I’arachide en 2003 était d’environ 36 millions de tonnes dont les deux pays, la Chine et I’Inde
représentent 59% (Tableau n°14) .

Tableau n°14 : La production mondiale des arachides (Anonyme, 2003)

Pays Superficier rendement Production
cultivée
Millions d’hectare Quintaux / hectare Millions de tonnes
Monde 26,46 13,48 35,66
Chine 5,13 26,24 13,45
Inde 8,00 9,38 7,50
Nigeria 2,80 9,64 2,70
Etats — unis 0,53 35,40 1,88
Indonésie 0,68 20,16 1,38
Soudan 1,90 6,32 1,20
Sénigal 0,90 10,00 0,90
Birmanie 0,58 12,70 0,73
Ghana 0,35 12,85 0,45
Tchad 0,48 9,37 0,45
Viét — Nam 0,24 16,65 0,40
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Matériels et Méthodes

I.Matériel

1.1.0Objectif du travail

L’objectif recherché a travers cette étude, consiste a étudier la prévalence de
contamination des arachides commercialisé par les moisissures mycotoxinogenesau niveau
du marchédes différentes communes de la wilaya de Batna (la recherche et la détection des
aflatoxines dans les arachides commercialisées).
1.2.Date et lieu de travail

Notre étude a été conduite au niveau du laboratoire de microbiologie du département
des sciences vétérinaires de I’Institut des sciences vétérinaires et des sciences agronomiques
université El hadj Lakhdar wilaya de Batna et ceci durant la période allant du mois de Mai
au mois de juin 2023.
1.3.Echantillonnage

Quarante-cingq (45) échantillons de graines d’arachides ont été collectées. Les
échantillons ont été préleves de différents points de vente dans différentes communes de la
wilaya de Batna (Batna, Barika, Ain Touta, M’doukal). Les prélevements ont été pris au
hasard, mis dans des sacs en plastique propres et acheminés directement au laboratoire pour
les analyses.
Les codes de nos échantillons sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau n°15 : codes des échantillons prélevés

Code Arachide Nombre | Date de prélevement | Quantité

Ar.Nd S 1-9 Arachide non décortiqué salé | 09 Mois de Mai 2700g

Ar.E.S 159 Arachide avec enveloppe salé | 09 Mois de Mai 27009

Ar.Nd. Ss 1—9 | Arachide non décortiquée 09 Mois de Mai 2700g
sans sel

Ar. E.Ss1—9 Arachide avec enveloppe sans | 09 Mois de Mai 27009
sel

Ar. Se.Pb. Ss Arachide sans enveloppe avec | 09 Mois de Mai 27009

1—9 peau blanche sans sel
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I.4.Précautions d'échantillonnage

Il faut noter que les résultats des examens microbiologiques n’ont de valeur que si
certaines précautions d’échantillonnage ont été respectées :

e Avant toute analyse, il convient de prélever un échantillon représentatif du
produit a analyser ;

e Prises d’échantillon avec des instruments stériles ;

e Mise de I’échantillon dans des récipients ou sachets stériles ;

e Respect des régles d’hygiene générale pour la personne effectuant le
prélévement ;

e Rapidité de I’acheminement des échantillons dans un endroit frais et sec (08
a 15°C) mais jamais a des températures négatives (Dunoyer., 1989).

Sutra et al (1998), stipulent que les échantillons doivent étre prélevés
rigoureusement au hasard, en évitant les biais (par exemple, éviter des prélevements
“systématiques ““ en début ou en fin de production).
1.5.Souches de références et standards

Deux souches de référence ont été utilisées dans cette étude. Il s’agit des souches
Aspergillus flavus NRRL 3251T et Aspergillus parasiticus CBS 100926T, fournies par
I’INRA de Toulouse.

Des solutions standard d’AFB1 (200u/L), AFG1 (200u/L), ont été utilisées a partir
de chaqu’une de ces solutions, des dilutions ont été préparées dans les conditions appropriées
pour obtenir les concentrations désirées.

I.5.Préparation des milieux de culture

Dans le but d’isolement, de purification et d’identification des principaux genres et
especes fongique, les milieux de cultures suivants ont été préparés :

- Milieux DRBC (Dichloran, Rose Bengale, Chloramphénicol), utilisé pour réduire
le développement des champignons a croissance rapide dits envahissants (Rhizopus, Mucor)
et permettre la croissance d’autres espéces fongiques appartenant aux genres Aspergillus et
Penicillium (King et al., 1979).

- Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar), utilisé pour la purification et la conservation
des souches (Raper et Fennell., 1965).

- Milieu CAM (Coconut Agar Medium) (Davis et al. 1987), utilisé pour la mise en

évidence du pouvoir producteur d’AFs par les isolats Aspergillus section Flavis.
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- Milieu CYA (Czapek, Yeast, Agar) (Pitt et Hocking, 1997), utilisé pour
I’identification morphologique des principaux genres et espeéces fongiques ainsi pour la

production d’AFs et de CPA.

La composition chimique de ces milieux de culture se trouve dans 1’annexe.
I.6.Matériels et appareils

La liste des produits et des appareils utilisés durant ce travail figure dans 1’annexe.
1. Isolement de la flore fongique
I1.1. Isolements et dénombrement de la flore fongique

C’est la méthode de dilution classique qui concerne les aliments fractionnés. Elle
permet d’isoler la flore fongique total se trouvant a I’intérieur et a I’extérieur de 1I’échantillon.
10g pour chaque échantillon finement broyé et homogénéisé sont mis dans un erlenmeyer
stérile de 250 ml contenant 90ml d'eau stérile additionnés de Tween 80 a 0,005 % (50ul de
tween par 5ml d’eau) et homogeénéisé par agitation durant 15 min. Des dilutions décimales
(1072 et 10°®) sont réalisées a partir de la solution mére (101). Un volume de cent microlitres
de chaque dilution sont ensemenceées sur la surface des boites de Pétri contenant le milieu
DRBC (King et al., 1979). Trois répétitions ont été réalisées pour chaque échantillon. Les
boite de Pétri ensemencées ont été incubées a 28°C pendant 5 a 7 jours a I’obscurité. La
charge fongique est déterminée par comptage des colonies est exprimée en UFC (Unité
Formant Colonie) par gramme d’échantillon (UFC/g). Le dénombrement a été réalisé sur les
boites de Pétri contenant entre 10 et 100 colonies. Quand 1I’échantillon est peu contaminé par
les moisissures ¢’est a dire que le nombre de colonies par boite est inférieur a 10, les boites

de la plus faible dilution sont utilisées pour le dénombrement.
11.2. Repiquage et purification

Apres le développement des colonies, oneffectue des repiquages de chaque colonie
pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu’a arriver a

isoler sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné (Guiraud, 1998).

Le repiquage se fait par prélevement d’un fragment de colonie a I’aide d’une anse
stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite

sur une un milieu PDA.

Ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite sur laquelle on indique la date
de repiquage et les coordonnées de la boite de prélevement, le repiquage se fait

aseptiqguement pres du bec Bunsen et les boites sont incubées a 28°C pendant six jours
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jusqu’a I’obtention des souches pures. Les souches pures obtenues sont ensuite conservées
a+4°C. (Figure n° 06).

Echantillon broye
(homogénéise)

|

Sous échantillon (10g)
Dilution dans 90 mI_ d’eau
distillée 2 0,05%5 tween SO

!

Dialutions décimales
(103,103, 10%, 105

!

Ensemencement sur
milieu DRBC

{ | |

[ Dénombrement (UFC/g) ] [ Tdentification ] [ Purification ]

<& & @

Figure n° 06: Représentation schématique de la procédure expérimentale utilisée pour
I’analyse fongique.

11.3. Identification des isolats fongiques

L’identification morphologique des champignons, fait essentiellement appel aux
caractéres culturaux et morphologiques des moisissures isolées a 1’état pure (Botton et
al.,1990).

L’identification reste 1’opération la plus difficile dans le domaine de la mycologie,
elle a pour but de classer les souches fongiques par genres et espéces selon les critéres
d’identification (Botton et al. 1990).

C’est une étude corrélative entre les caractéres macroscopiques et microscopiques.
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11.3.1. Identification macroscopique

Tout d’abord I’identification a débuté par une observation macroscopique (& 1’ceil
nu) des colonies des champignons qui se sont développés, ensuite par 1’utilisationd’une
loupe binoculaire. Cette observation est realiseée sur la face et le revers de la boite.

Les caractéres etudiés sont :

Au niveau myceélium : la couleur et la texture du thalle, la couleur du verso de la colonie, le
conteur de la colonie et la vitesse de croissance apicale.

Au niveau des spores : la densité sur le thalle, I’aspect des spores (granuleux poudreux), la
présence de pigment diffusible et les exsudats (Djossou et al. 2011).

11.3.2. Identification microscopique

Elle se base sur le mode de groupement, taille et couleur des conidies et
I’ornementation, présence ou 1’absence de mutules, forme et taille de la vésicule. Elle se fait
par deux méthodes :
11.3.2.1. Prélevement ordinaire

Une aiguille d’inoculation a été utilisée pour récupérer une petite partie de la colonie
comportant les structures conidiogenes. L’échantillon est prélevé sur la bordure de la colonie
car les structures fertiles sont jeunes et le nombre de spores n’est pas excessif. Les
prélevements sont déposéssur une lame mouillées avec une goutte d’eau puis on pose une
lamelle de couverture. On proceéde ensuite a I’examen au microscope photonique (X 100, X
400).
11.3.2.2. Prélevement direct avec un ruban adhésif transparent :

La technique de scotch consiste a adhérer a I‘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 lactophénol (Chabasse et al., 2002). A partir des mémes cultures on prend un
autre fragment de scotch et on le récolte sur une lame préalablement étalée par une goutte
de bleu de méthylene diluée avec deux gouttes de 1’eau physiologique. Les observations
microscopiques sont effectuees aux grossissement x10, x40 et x100 a I’aide d’un microscope
(Guezlane et al., 2012).

Cette technique permet aux spores et au mycélium d’adhérer a la surface du scotch
ce qui permet de les observer directement au microscope photonique. Dans ce cas, les spores
de morphologie caractéristique peuvent étre identifiee sans équivoque (Alternaria,
Cladosporium, Stachbotrys...), alors que les spores de faibles diametres et présentant des

ornementations ne peuvent pas étre différenciées (Penicillium, Aspergillus).
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I11. Analyse mycotoxicologique
Tous les isolats appartenant aux genres Aspergillus reconnus producteurs, sont testes

pour leur capacité de produire des AFs.

I11.1. Détection des aflatoxines par fluorescence sur milieu de culture

Les Aflatoxines sont des substances fluorescentes puissantes qui peuvent étre détecté
généralement sous UV a une longueur d’onde de 365 nm.

Le criblage des isolats d’Aspergillus est réalisé sur milieu de culture a base de noix
de cocco (CAM), additionné de 0,3 B-cyclodextrine pour augmenter I’intensité de
fluorescence (Rojas et al., 2005 ; Fente et al., 2001).

Dans le milieu CAM, L’AFcombinées aux matiéres grasses de la noix de cocco,
émet une fluorescence visible sous lumiére ultraviolette (365nm), surtout sur le revers de la
colonie (Davis et al., 1987).

Les souches d’Aspergillus ont été inoculées par pointes centrales (une souche par
boite) sur milieu CAM. En effet, apres 48 a 72heures d’incubation a 28°C. Les isolats
produisant les AF de type B et G émettent une fluorescence bleue et verte, respectivement,
autour de leurs colonies sous UV (Bragula et al., 2001).

111.2. Extraction des AFs du milieu de culture
La production des aflatoxines par Aspergillus Flavus a été confirmée par chromatographie
sur couche mince, les cultures des isolats sur milieu CAM ont subi une extraction au
méthanol

Selon la méthode décrite par Calvo et al., 2004, six rondelles de 10mm de diametre
de milieu colonisé par le mycélium sont découpées a 1’aide d’uneomporte-piece du centre
vers la périphérie de la boite de pétri (60 mm de diameétre), les carottes découpées sont pesees
puisintroduites dans des tube Eppendorf de 2ml, I’extraction des aflatoxines est réalisée par
I’addition de 1ml de méthanol, toute en écrasant les morceaux de gélose afin de faciliter
I’extraction. Aprés incubation pendant lheure a température ambiante et a 1’abri de la
lumiere, le mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 1200 tours/min puis le surnageant
est aspiré a 1’aide d’une micro seringue puis injecté dans un autre tube Eppendorf, le filtrat
est conservé a I’abri de la lumiére et a une température de +4°C pour une analyse ultérieure

(Figure n°07).
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Figure n°07: Schéma du protocole d’extraction des aflatoxines a partir des
isolatscultiveés sur milieu CAM.
111.3. Détection et confirmation des AFspar chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) ¢’est la méthode de séparation la plus
simple, utilisée pour la détection des AFs décrite par I’AOAC, 2000 (Official Méthodes of
Analysis).

Elle consiste a déposer un aliquote de 10 a 15 ul (aspiré par une micro-seringue) de
I’extrait a analyser sur plaques (20 x20 cm, 0,25 mm d’épaisseur) de gel de silice-60 254F
(Merck). A cet effet, les spots (aliquotes) sont déposés a 2cm du bord. Dans chaque plaque
8a9 échantillons sont spotés, espacés de 2cm. La séparation ou développement est effectuée,
dans une cuve en verre fermée (20 x 20 cm), par le contact de la plaque avec la phase mobile.
Les solvants de d développement sont le chloroforme et I’acétone (95 :5v/v).

v Dépdt des extraits a analyser

- Tracer une ligne droite sur une plaque aux deux cotes sur la méme plaque de CCM.

- A I’aide d’une micro-seringue, déposer un aliquote de 10a 15ul sur la plaque de
CCM a 2 cm du bord inférieur soigneusement en évitant d’abimer la surface de la plaque.
Ces précautions sont importantes pour 1’obtention d’une bonne qualité de séparation des
AFs. Sur une méme plaque plusieurs échantillons peuvent étrespotés avec des intervalles de
1,5a2cm.
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-Un volume de 15pl d’une solution standard de 1pg/ml d’AFBI1 est spoté au méme
temps que les extraits des échantillons analysés, et un extrait d’aflatoxine G1, obtenu a partir
d’A.parasiticus CBS 100926 a été utilisé comme témoin.

- Pour éviter de grosses taches sur la plaque, le volume a déposer est spoté
délicatement a petites gouttes puis séchées a I’aide d’un séchoir.

- Saturer la phase mobile pour éviter I’évaporation du solvant en utilisant une feuille
de papier imbibée de la phase mobile sur la paroi de la cuve.

- Déposer la plaque verticalement dans la cuve a chromatographie qui contient la
phase mobile composée de chloroforme/acétone (95,5v/v), le solvant migre jusqu’a ce qu’il
atteigne la ligne limite du bord supérieur. Retirer la plaque de la cuve et la laisser sécher a
température ambiante pendant 15 minutes.

- Les AFs sont détectés en placant les plaques sous lumiere U.V (365nm). Les AFB
et G apparaissent sous forme de tache bleue et verte respectivement. Une comparaison des
rapports frontaux (Rf) des extraits avec ceux des standards et de 1’intensité de la fluorescence

des taches permettent de confirmer la présence d’AFs et d’apprécier les quantités produites.
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Les arachides sont des graines oléagineuses et ce sont des substrats adéquats au
développement et a la prolifération des moisissures et représentent par consequent un risque
de contamination par les mycotoxines.

Malgré, I’apparence saine de la variété des échantillons prélevés, et I’absence d’odeur
moisie, 1’¢tude de la qualité microbiologique a révélé la présence des moisissures dans cette
derniére, mais avec des taux de contamination différent d’un échantillon a un autre.
I.Isolementde la flore fongique

Les moisissures toxinogénes peuvent se développer sous tous les climats, sur tous les
supports solides ou liquides dés I’instant qu’il y’a des éléments nutritifs et de 1’humidité,
d’ou la grande variété des substrats alimentaires pouvant étre contaminés (AFSSA., 2009).

Larecherche de la flore fongique totale concerne I’ensemble de moisissures présentes
au niveau des grainsd’arachide.

L’isolement, la sélectionet 1’identification des champignons nécessite 1’utilisation de
la méthode indirecte.

I.1. Isolement et dénombrement de la flore fongique.

Apres les séries des dilutions qui ont été étalées sur le milieu DRBC et incubation & 28°C
pendant 5 a 7 jours, Les résultats de dénombrement indiquent que 34,81% des échantillons
collectés sont contaminés par lesmoisissures avec une charge fongique trés importante
(1,5x10° UFC/g). La densité de la flore fongique varie considérablement d’un échantillon a
un autre, sept échantillons d’arachide avec enveloppe salé et deux échantillons d’arachide
non décortiqué salé et un échantillon non décortiqué sans sel ont été caractérisés par une
absence de contamination fongique lors des isolements

Les résultats obtenus (figure n°08) montrent une forte contamination fongique des
échantillons d’arachide sans sel, arachide sans enveloppe a peau blanche sans sel sont les
plus contaminé 1,5x10% UFC/g(68,88%), suivi par les arachides avec enveloppe 1,3x10°
UFC/g(54,81 %)et les moins contaminés sont les arachides sans sel décortiqué dans le
laboratoire 0,63x10? UFC/g (25,18%).

Par contre, Une faible charge fongique a été rencontrée dans les échantillons
d'arachides salées décortiqué dans le laboratoire 0,44 x 10?2 UFC/g (17,77%) et la plus faible
densité de la flore fongique été dans les arachides salé avec enveloppe 0,18 x 10?> UFC/g
(7,40%) (Les résultats de I’analyse fongique sont consignés dans le tableau n°16). La plus

forte contamination a été notée dans les échantillons collectés a M'doukel.
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On a pu constater que les taux de contaminations les plus élevée était dans I’arachide

décortiqué alors que les moins contaminé sont celle non décortiqué

Figure n°08: Colonies des moisissures poussant sur mililieu DRBC apres 5 jours
d'incubation & 28°C.

Tableau n° 16 : Représentation des taux de contamination (TC) et la densité de la flore

fongique des différents échantillons

Arachide Flore fongque totale | Taux de contamination
(ufc/g)

Ar.Nd.S 0,44 x 102 17,77%

Ar.E.S 0,18 x10° 7,40%

Ar.Nd.Ss 0,63x10° 25,18%

Ar.E.Ss 1,3x103 54,81%

Ar.SePb.Ss | 1,5x10° 68 ,88%

Le pourcentage de contamination fongique obtenu selon chaque type d’arachide, est

représenté dans la figure n°09.

La recherche des Aspergillus section Flavi et leur mycotoxine dans les arachides

Ul



Résultats

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%
0,00%

Ar.Nd.S Ar.E.S Ar.Nd.Ss Ar.E.Ss Ar.Se.Pb.Ss

Figure n°09: Pourcentage de contamination fongique obtenue a partir des arachides

L’isolement des moisissures abouti a la sélection de (03) trois isolats répartis comme
suit :
- Aspergillus —Penicillium et —Mucor.Le pourcentage des isolats obtenu est représenté dans

la figure 10
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0,00%

Aspergillus Penicillium Mucor

Figure n°10: Pourcentages des isolats obtenus a partir des échantillons d’arachides
analysés
Les résultats de notre travail ont montré une dominance du genre Aspergillus dans la
majorité des échantillons analysés avec des taux varies. Cepondent, la fréquence de ce genre
dans les échantillons d’arachides non décortiquées (avec ou sans sel) est respectivement

de 83,16% et 88,17%, tandis queles arachides décortiquées (avec ou sans enveloppe) sans
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sel présentent les taux 36,47 % et 39,92 % réspectivement.Ces derniers sont beaucoup plus
contaminés par le genre Penicillium qu’Aspergillus 63,51% et 60,06% (figure n°11).
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Figure n°11: Fréquence du genre Aspergillus dans les échantillons analysés

Le genre Penicillium a été aussi isolé a des proportions tres variables allant de 5,88%
a 63,51%, ce genre est dominant surtout dans les échantillons d’arachide décortiquée salé
62% et sans sel (avec enveloppe 63,51% et sans enveloppe 60, 06%), il est faiblement
présents dans des échantillons non décortiquée (salé 10,66%, sans sel 5,88%) (Figure n°12) .

Les autres moisissures isolées mais a des faibles taux sont : les candidus et les mucors
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Figure n°12 : Fréquence du genre Penicillium dans les échantillons analysés
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1.2.Distribution des isolats d'Aspergillus section Flavi et d'Aspergillus section Nigri

Les isolats d'Aspergillus section Flavi et d'Aspergillus section Nigri représentent
resppectivementune moyenne de 37,47% et 18,26 % du genre Aspergillus. On note une
dominance de la section Flavid ans tous les échantillons par rapport a la section Nigri. Ainsi
les taux de contamination des échantillons par les isolats de la section Flavi les plus élevés
sont surtout enregistrés dans les échantillons d’arachide non décortiqué (salé avec 58,33%
et sans sel avec 53,94%). Les taux de contamination les plus faibles sont enregistrés dans
les échantillons d’arachide décortiquée sans sel (avec enveloppe 20,02 % et sans enveloppe
24,10 %). (figure n°13) et ( figure n°15)

En outre, les taux de contamination des échantillons par les isolats de la section Nigri
les plus €levés sont surtout enregistrés dans les échantillons d’arachide non décortiqué (salé
avec 24,83% et sans sel avec 34,23%). Les taux de contamination les plus faibles sont
enregistrés dans les échantillons d’arachide décortiquée sans sel (avec enveloppe 16,45 % et
sans enveloppe 15,82%). On note aussi I'absence d’4. Nigri dans les échantillons d'arachides

décortiquées salé. (Figure n°14)

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%
Ar.Nd.S Ar.E.S Ar.Nd.Ss Ar.E.Ss Ar.Se.Pb.Ss

Figure n°13 : Fréquence des Aspergillus section Flavi dans les échantillons analysés
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Figure n°14 : Fréquence des Aspergillus section Nigridans les échantillons analysés

Figure n°15. Aspect macroscopique d’Aspergillus section Flavisur milieu CYA.

I1.Etude du pouvoir de production d’aflatoxine sur milieu CAM et par CCM

Nous avons étudié le pouvoir producteur d’aflatoxines des souches d’Aspergillus

section Flavis isolée des échantillons d’arachides. Le criblage des isolats aflatoxinogenes a

été realisé sur milieu a base d’extrait de noix de cocco (CAM) par la mise en évidence de la

fluorescence bleue sous UV a 365 nm sur milieu CAM. Le pouvoir producteur des isolats

ayant donné une fluorescence bleue et un revers du milieu CAM jaune orangé. La production

des AFs est ensuite confirmé par la chromatographie sur couche mince CCM en utilisant un

standard d’AFB et d’AFG.La fluorescence des AFS est
illustrée sur la (Figure n°16) ;
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AL

Fluorescence bleue sous UV Revers jaune orangé

Isolat producteur d’AFs

Absence de fluorescence bleue sous UV Revers beige
Isolat non producteur d’AFs
Figure n°16 : Mise en évidence par fluorescence sous UV de la production des AFs

Les résultats ont révélé un taux de production de 38,54% et 41,66%, respectivement
sur milieu CAM et sur CCM. L’analyse par CCM des différents extraits obtenus indique un
taux de production plus élevé, 3 isolats faiblement producteurs s’avérent étre de faux
négatifs sur CAM. Ce qui démontre que la CCM est plus performante.On note que toutes
les souches ayant montré une fluorescence sur milieu CAM se sont avérés aflatoxinogénes
sur CCM et I’intensité de ce dernier est liée a la concentration des aflatoxines produites par

la souche. La majorité des isolats aflatoxinogenes produisent I’AFB. ( figure n°17)

Temoin
d’AFB

Temoin
d’AFG

Figure n°17: Mise en évidence par fluorescence bleue sous lumiére U.V. de la production
des AFS par Aspergillus flavus sur CCM
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I1.1. Les souches aflatoxinogenes isolées des échantillons d’arachides

Sur les 96 isolats d’Aspergillus section Flavis isolés des arachides, 40 isolats
(41,66%) ont révélés des producteurs d’AFs. Nous remarquons que les échantillons
d’arachides décortiquées sans sel sans enveloppe sont les plus contaminé par les isolats
d'Aspergillus section Flavi producteurs d'AFS (19,79%) suivies des arachides décortiquées
sans sel avec enveloppe (15,62%). Les arachides non décortiquées salé et sans sel et les
arachides décortiquées salé sont moins contaminés par les isolats aflatoxinogenes. Les
pourcentages respectifs de ces isolats dans ces échantillons sont de 2,08 %, 3,12% et 1,04 %
(figure n°18). En fonction des régions, les isolats aflatoxinogénes sont répartis comme suit ;
M’doukel (20 %), Barika (15%), Ain Touta (8 %) , Batna (5%) (figure n°19) .

(%) Isolats aflatoxinogenes

25%

20%

15%
10%

5%

0% 1

Ar.Nd.S Ar.E.S Ar.Nd.Ss Ar.E.Ss Ar.Se.Pb.Ss

Figure n°® 18: Fréquence des isolats d’Aspergillus section Flavi producteurs d’AFs en

fonction de type de produit.
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Figure n°19 : Fréquence des isolats producteurs d’AFs en fonction des régions
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Les arachides sont probablement les graines oléagineuses les plus étudiées pour la
présence de champignons et la production des mycotoxines en particulier les aflatoxines.

Dans notre travail une analyse de la contamination des arachides a été réalisée en
prenant en considération deux éléments qui sont : la présence ou 1’absence de la coque et la
présence ou 1’absence de sel.

Une faible charge fongique a été rencontrée dans les arachides salé (non décortiqué
et avec enveloppe) en comparaison avec celles sans sel (non décortiqué, avec enveloppe et
sans enveloppe). Ces observations pourraient étre expliquées par le traitement avec le sel
subit sur les arachides. Le sel déshydrate 1’aliment et pénétre a 1’intérieur. Cepondant les
micro-organismes (tel que les champignons) susceptibles de gater la nourriture ne peuvent
pas croitre correctement (le sel inhibe la croissance de nombreux germes) lorsque la teneur
en sel est supérieure a 15% (Gaubert, 2021). Ils lient I’eau présente dans les aliments et agit
sur le pH. (Site 1). On a aussi remarqué que méme si les taux de contamination étaient
largement différents entre ces deux types d’arachides, la nature des espéces fongiques qui
prédominent restait la méme et était représentée par les genres Aspergillus et Penicillium.

D’aprés nos résultats on a remarqué que les arachides non décortiquées sont
faiblement contaminées par rapport aux arachides décortiquées. Les coques agissent comme
une protection contre les champignons qui pénetrent les graines, durant les phases de récolte,
de transport et surtout de stockage, leur rupture par des dommages mécaniques, par des
insectes ou pendant les périodes de stress provoquées par la sécheresse dans les derniéres
étapes de la croissance augmente les chances d’une contamination fongique ( Kaaya et
warren, 2005 ; Mutegi et al., 2013).

L’analyse de la flore fongique d’arachide a révélé la présence de trois genres avec
des pourcentages différents : Aspergillus, Penicillium, Mucor. Une nette prédominance du
genre Aspergillus suivi par Penicillium (57,14%) a été note, ces resultats indiquent
clairement la présence des moisissures dites de stockage a des taux elevés.

La dominance du genre Aspergillus dans les denrées stockées dans les régions a
climats chaud (le cas de notre région) est trés connue (Pitt et Hocking, 1997). L'Aspergillus
est un champignon ubiquitaire capable de coloniser divers substrats et posséde une grande
capacité de sporulation (Gourama et Bullerman, 1995) et il est par conséquent trés répandu
dans la nature et tout particulierement dans las régions a climat chaud (Mantle, 2002;
Hocking et Pitt, 2003).
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Les moisissures isolées dans les arachides non décortiqué salé et sans sel
appartiennent pour la plupart au genre Aspergillus (83,16%) et (88,17%) respectivement,
notamment A. Flavus. De nombreux auteurs soulignent la dominance de cette section dans
les arachides (Novas and Cabral, 2002 ; Passoneet al., 2008). Tandis que les arachides
décortiquées sont beaucoup plus contaminées par le genre Penicillium (de 60,06% a 63,51%)
qu’Aspergillus ; cette prévalence peut étre due a une forte exposition de ce genre fongique
aux dépens des autres moisissures lors de 1’épluchage et le stockage.

Nos resultants sont en accord avec ceux rapportés dans la bibliographie et qui
signalent la dominance d'A.flavus dans les arachides (Pitt et al., 1993). L 'Aspergillus flavus
est trés répandue dans les climats chauds et occupe des niches écologiques tres diveres
(Wilson et al., 2002). Cette espéce vit dans le sol a I'état saprophyte mais est capable de
provoquer le pourrissement des grains (Horn et Dorner, 1998).

Nos observations sont en accord avec les études précédentes de Ruadrew et al., 2013
indiquant la dominance des genres Aspergillus spp et Penicillium spp dans les arachides.
Des résultats similaires ont été rapportés par Guezlane-Tebibelet al., 2013 au cours d’une
étude réalisée sur la flore fongique produite dans les cacahuétes commercialisées en Algerie.
Autres résultats similaires rapportés par Ait mimoune-Noura., 2018 au cours d’une étude
de la contamination de quelques fruit secs par Aspergillus flavus.

La dominance interne et externe des Aspergillus dans notre travail est en accord avec
I’étude de Bendjeklil et Ghribi, 2006.

Dans un autre travail mené a Tlemcen par Gherras et Elhimer., 2017 sur
I’1identification des souches fongiques toxinogenes isolée des amandes et arachides ont
montré une dominance des Mucorales suivi par les especes d’A.Niger ce qui ne concorde
pas avec les résultats de notre travail, cette différence peut étre expliqué par le type
d’échantillons, la durée de stockage, 1’originedes grains oléagineux et la période de
prélevement.

En comparant avec les études de Atayde et al., 2012., le taux de contamination de
Fusarium et Aspergillus est élevé, par contre dans les échantillons de sol, le genre
Penicillium était le plus dominant.

Selon Gongalez et al., 2008, les genres des Penicillium et Fusarium sont les

prédominantsdans la contamination des arachides
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Dans notre cas, I’absence de contamination par le genre Fusarium, cela indique que
ces échantillons n’étaient pas fraichement récoltés. L’absence des Fusarium et la
prolifération des Aspergillus est le signe d’une longue durée de stockage.

Au cours du stockage, une baisse de la fréquence des Fusarium spp. Une
augmentation de Penicillium et Aspergillus est observée dans les arachides (Zorzete et al.,
2013).

Nos résultats confirment le statut de la flore de stockage de deux genres (Aspergillus
et Penicillium) qui tendent a contaminer les denrées alimentaires pendant le stockage.
Contrairement aux champignons de champ : altrnaria, fusarium, rhizopus qui exigent une
forte humidité. La contamination des denrées alimentaires par les moisissures peut survenir
tout au long de la filiere de production, stockage, transport, transformation et
conditionnement (Doré et al, 2002).

Les analyses mycologiques ont montré la dominance du genre Aspergillus flavus
dans tous les échantillons d’arachides. Au total, 96 isolats fongiques ont été isolés été
testés pour le pouvoir producteur d’AFs. Le but de cette étude est d’évaluer 1’incidence
des isolats aflatoxinogeénes dans les échantillons analysés ce qui permet d’estimer la qualité
de ces produits en termes de risque d’AFs.

L’¢étude mycotoxicologique a consisté en une extraction des mycotoxines qui s’est
faite a partirdes substrats d’arachide et a partir des isolats fongiques obtenus. La culture a
été faite sur milieu solide CAM. La séparation des extraits a été effectuée par la méthode de
chromatographie sur couche mince. Les résultats ont montré plusieurs taches séparees avec
des rapports frontaux différents. Certaines d’entre elles se sont avérées fluorescentes sous
UV a 365nm.

Dans notre travail les 03 échantillons d’arachides décortiquées sans sel (sans
enveloppe) sont les plus contaminés par les AFs. La contamination par les aflatoxines des
arachides et d’autre fruits a coque a été rapportée par plusieurs auteurs de différents pays
(Logrieco et al., 2003 ; Juan et al., 2008 ; Pitt et Hocking, 1997).

Une étude par Ait Mimoune, 2018 a indiquée une contamination plus faible des
arachides a coque, cependant, des taux élevés en aflatoxines ont été observés. De nombreux
échantillons (105) ont été contaminés avec des teneurs en aflatoxines totales comprise
entre53,3% et80%.

Dans une autre enquéte, Matmoura, 2010 a étudié la présence des aflatoxines dans les

arachides et les fruits secs commercialisés en Algérie. L’aflatoxine total a été varié de 0,34
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a 25,52 pg/kg pour les cacahuetes décortiquées et de 0,17 a 0,85 pg/kg dans les cacahuetes
non décortiquees. Dans leur étude, 02 échantillons étaient impropres & la consommation
humaine et ont présenté des concentrations supérieures a la limite maximale autorisée a
| “‘Algérie, fixée a 10ug/kg pour la somme des aflatoxines.

Toutes ces isolats aflatoxinogénes isolées sont capables de produire des mycotoxines
sur les denrés alimentaires si les conditions sont favorables (LeBars et LeBars, 2000). Or,
selon (la FAO 2003), I’élimination complete des mycotoxines dans les produits alimentaires

s’avére quasi-impossible en raison de leur stabilité thermique (Boli et al, 2018).
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Conclusion génerale et perspectives

Les mycotoxines sont définies comme des substances d’origine fongique capables a
faibles concentrations d’induire un effet toxique. Ils représentent un réel probleme sanitaire
a I’échelle mondiale en raison de leurs effets néfastes sur la santé. Ces toxines se retrouvent
a I’état de contaminants naturels dans de nombreuses denrées d’origine végétale, notamment
les arachides.

Le présent travail est une contribution a 1’é¢tude mycologique et recherche des
souches toxinogeénes isolées a partir d’arachide commercialisés dans la wilaya de Batna,
cette étude dévoile la présence d’une grande biodiversité de contaminants fongiques.

Les résultats montrent que les arachides salé (non décortiquée salé (17,77%) et avec
enveloppe salé (7,40%)) sont les moins contaminées par les moisissures, tandis que les
arachides sans sel sont fortement contaminées (non décortiquée sans sel (25,18%) et les
arachides décortiquées avec enveloppe (54,81%) et sans enveloppe (68,88%)).

Au cours de cette étude, les résultats de I’énumération ont montré que les arachides
sont fortement contaminées par les moisissures dont les genres Aspergillus (57,14%) et
Penicillium (40,4%) sont les plus dominants. Nous avons également noté la dominance du
genre Aspergillus dont lesespecesapparentant a Aspergillus section Flavi (37,47%) et Nigri
(18,26%) sont les prédominantes.

L’incidence élevée des moisissures de stockage comme Aspergillus, Penicillium est
due au fait que les échantillons ne sont pas fraichement récoltés.

Par ailleurs, la mise en évidence du pouvoir producteur d’AFspar détection de la
fluorescencesur milieu de culture a base de noix de coco (CAM) et la détection par CCM, a
permis de montrer que 38,54% et 41,66%, des isolats appartenant a Aspergillus section Flavi
produisent 1’aflatoxine, respectivement sur milieu CAM et sur CCM. La dominance
d’A.flavusdans les aliments a été signalée par de nombreux auteurs.

Enfin, nous pouvons dire que cette étude a montré une fois de plus que les aliments
en générale et les arachides spécialement destinée a la consommation ne sont pas dépourvues
des mycotoxines. Il serait intéressant, en perspective :

-d’étendre I’étude sur un grand nombre d’échantillons

- d’effectuerl’identification moléculaire de souches obtenues.

- de faire I’étude mycotoxicologique des souches considérées les plus

mycotoxinogénese, a savoir Aspergillus Niger, Aspergillus Flavuset Penicillium.
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-d’effectuer d’autres études plus approfondies et élargies sur tout le territoire
national.

- L ¢largissement de notre recherche sur les mycotoxines vers d’autres aliments afin
d’avoir plus d’informations sur I’état hygiénique de ces denrées alimentaires.

- de faire des études pour améliorer les méthodes de traitement qui permettent la
décontamination des aliments.

- d’introduire les analyses mycotoxicologiques, comme parametre d’analyse
permanent et de routine a 1’échelle national.
Comme recommandations on peut citer :

- 1l est recommandé de respecter les régles au moment de la récolte, du stockage et
du transport des aliments.

- La sensibilisation des gens au danger des moisissures qui affectent les fruits et
légumes et les mycotoxines qu’elles peuvent produire.

- La nécessité de sensibiliser les gens de 1’abstention & consommer les aliments
clairement infectés par les moisissures et a ne pas consommer la partie seine et laisser la

partie pourrie de 1’aliment en croyant que la partie seine ne contient pas la mycotoxine.
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Annexes

Milieu d’isolement DRBC (Dichloran Rose Bengale Chloramphénicol Agar)

GIUCSE et e 10 g
PEPIONE ..ot 59
KH2PO4 ot 1g
MOSO4,7TH20 ... 0,5¢.
ROSE BENGAIE. ..o 25 mg.
Dichloron ( 2,6 dichloro-4-nitroaniling)............cccccvevviiveinennens 2 mg
Chloramphénicol..........cccoe e 100mg
AGAN ... 15¢
Eau diStill€e........ooeieieeeeeee e 1000 ml

pH final 5,6 £ 0,2.

-Le Rose Bengale est additionné sous forme solubilisée a raison de 0, 5ml/litre de milieu
d’une solution de 5% dans I’eau.

-Le dichloron est additionée sous forme solubilisée a raison de 1 ml / litre de milieu d’une
solution de 0,2 % dans 1’éthanol.

2- Milieu CYA (Czapek Yeast extract Agar)

SACChArOSE. ..o 3049
Extrait de levure..........ccooevevineiencieneee 590
Czapek concentré..........ccccccveveivevverecieseee 10 ml
K2 HPO4u o 1g
AGAC ... 159
Eau distillée.........ccovoiieiiiiceece, 1000 ml

pH final = 6,2 +£0,2

3- Milieu a base d’extrait de noix de coco gélosé ( Coconut Agar Medium)

Cent grames (100 g) de la noix de coco déchiquetée sont homogénéisés pendant 5 minutes
avec 300 ml d’eau distillée portée a ¢ébullition. Le mélange est filtré a I’aide du tissu en
mousseline. Le pH final est ajusté a 7 avec une solution de K> HPO4 .le filtrat est additionné
de 20 g d’agar puis complété a 1000 ml par I’eau distillée. 3g de p—cyclodextrine (B-cyd)
sont ajoutés a un litre de milieu.

4- Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar)

Pomme de terre........ccooevenineninnninne, 200 g
AGAN i 15¢
GIUCOSE....coviiecieiee e 209



Annexes

pH final =5,6 + 0,2

Nb.Tous les milieux sont stérilisés par durant 15 min a 120°C .

Matériel de laboratoire

Etuve

Balance de précision
Agitateur va et vient
Hotte a flux laminaire
Autoclave

Mixeur

Microscope optique
pH meétre

Plaques de gel
Vroyeur (Warring - blendor)
Evaporateur rotatif

Verrie : boite de Pétri, béchers, fioles jaugée, ballons,pipettes, tubes a essais,

ampoule a décanter, colonne a verre, micro seringues Hamilton, cuve d’élution

Les gants de laboratoire
Les bavettes
Lampe UV



