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Resume
L’ objectif de ce travail est d' éudier la flore fongique en particulier le genre Aspergillus qui
contamine les échantillons de riz stocké au niveau de la Coopérative des Céréales et des
Légumes Sec (CCLS) de Blida. La démarche générale qui a été adoptée consiste |’ isolement

et le dénombrement des moisissures. Les principaux genres et especes potentiellement

toxinogénes sont identifiés morphologiquement et la fréguence du genre
déterminée, e le pouvoir producteur d afl atoxines et d’ ochratoxine Ades

ce genreaété évalué. x
L’ analyse de la flore fongique de 23 échantillons de riz e&l 20111, 2012 et

2013, par deux méthodes montre une forte contamiration pargies gaares” Aspergillus et

Penicillium. La méthode de dilution affirme une n minancy, du genre Aspergillus

la mé des grains qui

Suivi par e ergillus (38,2%).

Quatre sections différentes d’ Aspergillu Sizgle ']%S dont. A< llus section Flavi est
la plus dominante, ce résultat a obten \ it &

Le pouvoir producteur d’ aflat 2N <n -‘ t des Aspergillus section Flavi)

et d ochratoxine A
déterminé par CCM.

6 190lats d’ Aspergillus section Falvi ont fait I’ objet d’une analyse pour leur pouvoir
producteur d’ AF par HPLC équipée d'une cedllule de dérivation KOBRA Ceéll. Les quantités
d aflatoxine B1 produites par ces isolats sont comprises entre 5,6 et 10639,8 ppb. Par ailleurs,
I"analyse par chromatographie sur couche mince a montré que 26,5 % des isolats produisent

I’OTA (sont des isolats appartenant a section Terrie).

Motsclés: riz, Aspergillus sp., Penicillium sp., aflatoxine, ochratoxine A.
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Abstract

The objective of this work is to study the fungic flora in particular the Aspergillus genus
which contaminates the rice samples stored on the level of the Cooperative of Cereals and the
Vegetables Dryness (CCLS) of Blida. The general step which was adopted consists the

insulation and the enumeration of the moulds. The principal genera and species potentially

isolates belonging to this genus was eval uated. x

The analysis of the fungic flora of 23 rice samples stored s & 2 2nd 2013, by
two methods shows a strong contamination by the gerus Asp end Fenicillium. The
method of dilution affirms a clear predominance of th Asperillus (69,5%) followed

genus Penicillium (24,9%), contrary to th ethod
predominance of genus Penicillium (58,2%) f y the genu

sections different of Asperglllus were

2 20d 26,9% are dlightly and very dlightly producing. In addition 6 isolates of

uswection Falvi were the subject of an analysis them producing capacity of AF by
HPLC equipped with a cell of derivation KOBRA Cell. The quantities of aflatoxin B1
(AFB1) produced by these isolates lie between 5,6 and 10639,8 ppb. In addition, the analysis
by thin layer chromatography showed that 26,5% of the isolates produce OTA (are isolates

belonging to Terrie section).

Key words: rice, Aspergillus sp., Penicillium sp., aflatoxin, ochratoxin A.
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| ntr oduction

Les céréales sont des aliments de base de I’ aimentation humaine et animale dans plusieurs
pays du monde dont le riz est fortement consommé. Les aspects qualitatifs.et sanitaires sont

pour e commerce mondial.

Ces organismes microscopiques produisent une gran aplites secondaires,

certains d’ entre eux sont trés utiles al’Homme. Les moi sont utivisées industriellement

Viro santé...). Les

L me w@ hnologiques. Par

\ l',c.’ ¥s€S) pour la production de
fon des enzymes (protéases

conso AL e3s directement (arachides, pistaches, amendes, fruits secs...) soit indirectement par
des prodiuts dérivés (par ex: prodiuts issus de la panification, céréales de la petit-
déeIner...). Les procédés de conservation (stérilisation, pasturisation, lyophylisation,
congélation...), s'ils agissent sur les moisissures, ne permettent pas de détruire, ou tres peu les
mycotoxines (Bllerman et Bianchini, 2007).

Les mycotoxines sont produites principalement par 5 types de champignons. Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria (Miller et Trenholm, 1994). Plusieurs sortes

de mycotoxines sont retrouvées dans les aiments, seulement certains contaminent
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I’alimentation humain et sont toxiques pour la santé humain les plus importantes étant:
trichothécénes, |’ ochratoxine, les aflatoxines, la strérigmatocystine, la zéaralénone, la
citrinine, la patuline, I'acide pénicillique les fumoonisines (D’Mello et McDonald, 1977 ;
Scudamore et Livesey, 1998).

Tout fois, il n'exisete pas de relation directe entre espéece fongique et mycotoxine. En effet
une molécule peut produite par plusieurs especes fongiques et, au
toxinogéne. Toutes les souches n'ont pas forcément la capacité d

En Algérie, la premiére éude effectuée sur les champignons’prodiicteurs d aflatoxines et
d ochratoxine A isolés a partir de blé algérien, % réalisé Suivi par quleque
)

traveux (Azzoune, 2010 ; Matmoura, 2010...) ces mycotoxine

dans des autres produits comercialises akiides, é 3 MeS SecsS....).

4 efongique présent dans le riz
$
(provenant des USA) stocké au OP%’ éréales et des Légumes Secs

i ) J% aflatoxines et d’ ochratoxine A par
cretenan a@ ergillus.

L’ objectif de ce travail consiste a i er

18



|.LESCHAMPIGNONS MYCOTOXINOGENES

1. Définition
Le regne des champignons renfermant selon les auteurs 65 000 a 100 000 espéces déférentes
et les moisissures constituent 20 000 espéces. Le terme moisissure est communément utilisé

pour désigner des champignons microscopiques filamenteux (Guarro et al., 1999). La plupart

des moisissures sont des saprophytes, mais certaines peuvent étre pates pour les
végétaux et les animaux. Les moisissures sont caractérisees par Ieuré)ard 8
chitine ; la reproduction par spores sexuées ; la présence de glycoge ‘ Mhstance de

réserve et |’ absence de la chlorophylle.

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes dépen sourge de carbone
organique (Tabuc, 2007). Ces microorganismes sont \respongas deyla production de
plusieurs métabolites secondaires (comme les mycot qui sent_pathogenes pour

I"homme et I’animale.

2. Classification des champignons

Les "Mycota' correspondent au régn me%} on sexuée et produisant
c al.,(1995), le régne des

ons (Hawksworth et al., 1995).

Ascomycota Basidiomycota

a spores non flagellées, | a spores non flagellées, a
athalle septé et formant | thalle septé et donnant en
en général 8 ascospores | général 4 basidiospores a
a l'intérieur de chague | I'extérieur de chague

asgue. baside.

Les autres champignons qui ne montrent pas de phase sexuelle sont habituellement classés
parmi les Deutéromycetes (Deutéromycota). La mgjorité de Deutéromycétes sont des formes

imparfaites d’ Ascomyceétes.
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3. Isolement et dénombrement des champignons toxinogenes
Dans le cadre d'une gestion s appuyant sur la prévention, il est indispensable d’'évaluer le
nombre des champignons toxinogenes présents dans les produits alimentaires. Les méthodes
conventionnelles, basées sur la technique des suspensions-dilutions et ensemencement sur
milieu gélosé, sont généralement les plus employées pour |'analyse fongique des produits
alimentaires. Aprés ensemencement et incubation a température optimale (25-30°C) pendant

5a10 jours, les colonies sont dénombrées et analysées (1SO, 1987).

<
D’ aprés Pitt et al.(1997), une autre méthode dite « direct plating »

pour la recherche des champignons toxinogénes dans | im
ensemencer les particules d’un aiment (graines, noyaux, st»Un milieu de

culture solide. Les résultats de cette technique disolement Génombrement  sont

généralement exprimés en pourcentage de particul tées. Coite méthode permet
beaucoup plus une analyse qualitative que quank

4. ldentification des champignonstoxi

agw O

L’identification de trés nombreuses ¢

p % uraux et morphologiques de I’ espece.
% permis de proposer des outils d’ aide a
> Ug egne fongique fait, qu'a |’ heure actuelle, ces

gomplétement I” examen morphol ogique (identification

1. LeganryAspergillus
1.1. Définition

C'est un genre appartenant a la classe des Ascomycetes. L’ appareil végétatif, hyalin ou
coloré, présente un mycelium cloisonné portant de nombreux conidiophores dressés, terminés
en vésicule (Raper et Fennell, 1965). Ce genre comprend environ 185 especes réparties en 18
groupes morphol ogiquement, génétiquement et physiologiquement proches (Raper et Fennell,
1965 ; Botton et al., 1990 ; Roquebert, 1998). Les Aspergillus ont une large répartition

géographique, mais sont plus souvent associés aux régions a climat chaud (Castegnaro et

20



Pfohl-Leszkowicz, 2002). La plupart des Aspergillus sont des saprophytes, capables de se
développer dans le sol, les détritus, dans les composts et sur les végétaux malades, les denrées
alimentaires, les céréales. De nombreuses especes d’ Aspergillus sont consignées dans le
tableau 02, connues par leur capacité a produire de(s) mycotoxine(s) responsables de

pathol ogies animales et humaines.
Tableau 02. Les Aspergillus producteurs de mycotoxines (Tabuc,2007).

Espécesd’ Aspergillus | Mycotoxines produites

&
Aspergilluscandidus | Candiduline &\

Aspergillus carneus Citrinine

Aspergillus clavatus acide kojique, patuline, xantkjociline

Aspergillus flavus aflatoxines B1 et B2, acide lque, acigle
cyclopiazonique, aci %:e

Aspergillus fumigatus | fumigaclavine, fu trextumitorine, f ofgine A et C,
gliotoxine 4

Aspergillus niger
Aspergillus nomius

ue A

citréoviriding, citrinine, gliotoxine, patuline, terréine,

acide terréique, terrétonine, territrem, terramide A

Aspergillusverzicolor | Stérigmatocystine

Aspergillus wentii acide kojique

1.2. Les caractéres morphologiques d’identification du genre d’ Aspergillus

Ces champignons ont une forme caractéristique et des couleurs vives qui les rendent parfois
aisement identifiables. L’identification morphologique des espéces appartenant au genre
Aspergillus est basée sur I'observation des caractéres macroscopiques et microscopiques

suivants;

21



1.2.1. Description macroscopique d’ Aspergillus
Selon Raper et Fennell (1965), I'identification du genre Aspergillus est basée sur les critéres
suivants:
e L’aspect de la colonie: la couleur de la partie aérienne est le premier critére de base
qui permet de distinguer les especes du genre Aspergillus.
e Latexture delacolonie qui peut ére floconneuse, veloutée, etc.
e Lacouleur du reversdelacolonie qui peut parfois étre caractéristique ol une espéece.
e La production des sclérotes (masse a paroi épal sseCcomgo cellules
Parenchymateuses de forme, de taille et de couleur caracteri

1.2.2. Description microscopique d’ Aspergillus

Les Aspergillus sont caractérisés par un appareil v fivaments mycéliens

hyains de diametre fin et régulier, septés et ramifiés. filameriigvégétatifs prennent
=) xﬁ%ﬂnwt par une
@ énes ou phialides.

naissance des filaments dressés, non cloisonné nidi

22



Conidies :

Contdies

FPhialides
Metules

Vesctle

Phialides gl

ces espetes asexuées parmi les formes sexuées correspondantes
po oS et al., 1996).
La classification du genre Aspergillus est actuellement organisée en sous genres et en
sections. Environ 18 sections sont classées par Peterson et al. (2000), (Aspergillus: Restricti,
Cervini, Terrel, Flavipedes, Nigri, Circumdati, Flavi, Cremei, Candidi, Wentii, Fumigati,
Clavati, Nidulantes, Versicolores, Usti, Sparsi, Ornati et « Warcupiella group ». Cette
classification est la plus admise par |a plupart des mycologues.
En effet, les sections Flavi, Circumdati regroupent les plus importantes espéces d’ Aspergillus

du point de vue économie, santé et industrie agroalimentaire (Cotty et al., 1994).
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1.3.1. Aspergillus section Flavi

D’aprées Samson et al. (2006), il y'a 18 especes appartenant a la section Flavi.
Morphologiquement, Aspergillus section Flavi comprend les espéces avec des tétes
conidiennes de couleur jaune-vert a brun dont certaines produisent des sclérotes brun foncé ou

parfois jaunes. Les critéres d'identification de ces espéces sont actuellement basés sur la

morphologie, e profil des mycotoxines produites et I’ analyse des séquences.de I’ ADNr (Ito et
al., 2001 ; Varga et al., 2003 ; Samson et al., 2006). Dans cette section, A\ flavus et A.

» Aspergillusflavus et A. parasiticus: ont en c ce rapide aux deux
températures 25 et 37°C, et la couleur de leurs conidi t-jaunesclair (Nguyen, 2007).
L es caractéres morphol ogiques de chague &epece SHES ,ns I 3.

Tableau 03. Caractéres morphologi qu%@u@q@agl uc I (El Khoury, 2007).

Espéces @%’a&tl cus

= % Unisériée
@@%m Occasionnellement

Téte conidienne

Pr ésence de sclér ot

4-6
s de forme et taille  Conidies sphériques et ont la
able, dont la paroi est | paroi €paisse et rugueuse
mince,
pouvant étre lisse ou
|égerement rugueuse
Plus grandes, avec un  Ne dépassent que rarement 30
Vésicule diamétre alant jusqu’a 50  um de diamétre et des métules
um, elles portent souvent | peu fréguentes
des métules.
Conidiophore 400-1000 pm a paroi | 250-500um aparoi échinulée

échinulée
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1.3.2. Aspergillus section Circumdati

Historiquement, Aspergillus section Circumdati (groupe d'Aspergillus ochraceus) inclue les
especes a tétes conidiennes bisériées a couleur jaune a ocre et des sclérotes de couleur brun
clar a brun foncé. Ce groupe est particuliérement bien connu pour sa production de
I'ochratoxine A (Van der Merwe et al. 1965). L’espece type de la section Circumdati est
Aspergillus ochraceus tres toxinogene par la production d ochratoxines ou |'acide

penicillique.
<

revers de colonies est incolore au jaune pale. Les
conidiophores sont rugueux, jaunes a brun pale, longs att

globuleuses, hyalines, 30-50 um en diametre. Lesphidide

dimensions variables. Les conidies sont sub-

parfois\a Gas fréquences tres élevées: 82.3% des échantillons d’ orge en Espagne. 76,4%, 78%

et 82,3% des échantillons de mais produits respectivement au Ghana, en Argentine et au
Venezuela ont été trouvés contaminés par des Aspergillus. Une forte fréquence d’ Aspergillus
est enregistrée aussi dans les échantillons de blé avec un taux de 76,5% en Pologne, et les
échantillons de riz en Vietnam avec une proportion de 40%. Les principaux résultats
concernant la contamination des céréales par les Aspergillus sont regroupés dans le Tableau
04.
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Tableau 04. Présence des Aspergillus dans les céréales des différents pays.

Pays Céréales Especes
identifiés
Argentine A. flavus
A. parasiticus
Brésil Aspergillus spp.
Espagne Aspergillus spp.
EtatsUnis A. ochraceus
Ghana Aspergillus spp.
Inde A. flavus
mai's A. candidus
A. fumigatus
A. terreus
Iran Aspergillus sp
Nigeria A. flavus
Venezuela A. flav
Lituanie
Pologne Blé
Espagne
Etat
e gl
nz A. candidus
A. flavus
A. niger
A. ochraceus
A. versicolor
Assflavus
Vietham A. fumigatus
A.oryzae

Nombre Fréquencede @ Références
d’échant = Contamination
illons (%)
Nd 78 Etcheverry, 1999
150
60
85
50
197 55-4¢ Janardhana, 1999
0-33
8-33
g
@ Ghiasian, 2004
Q Bankole, 2004
30 Medina-Martinez,
2000
1,4-3 Baliukoniene, 2003
76,5 Krysinska-Traczyc,
2001
82.3 Medina, 2006
93,6 Trucksses, 1999
6,3-6,8 Baliukoniene, 2003
83 26 Park, 2005
17
18
7
20
25 40 Tran, 2001
23
11

Nd: Non déterminé.
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[11.LESMYCOTOXINES

Connues depuis des siecles, les mycotoxines sont des toxines naturelles produites par des
moisissures. Elles peuvent contaminer une large gamme de denrées alimentaires, des matieres
premieres aux produits transformés. Les mycotoxines exercent un pouvoir toxique réel pour le

consommateur un foie introduites par inhalation ou par ingestion méme en fables

concentrations (Eskola, 2002). La contamination inévitable des produits a

mycotoxines constitue une source importante de maladie d’ origine gi mentaire et \constituent
un probléme trés actuel de qualité et de sécurité sanitaire des 2002).
L’ Organisation des Nations Unies pour I’ Alimentation et I’ 00=) estime
quenviron un quart des récoltes mondide est significati atewiiné par les
mycotoxines. Celles-ci se retrouvent al’ état de cont mombreuses denrées

d origine végétale, notamment les céréales, les fruits a

gue leur dérivés. On peut aussi classer les

56, 3le atoxin&, les ochratoxines
(AFSSA, 2009). Les conditions

P& eS {OKInes sont tres variables, on note
gue le groupe des Z€ nes_&t( ggs .'Jc%% sont omniprésentes lorsque les
moisissures productrices de cesJaRv/cowe &%} iquistes, tandis que la production des

in(s

S
autres types dessmycot enr ’m@ des conditions de climat spéciales (tableau

{oxtnes et les conditions d’ apparition (AFSSA, 2009).

cotciin de mycotoxines Conditions d’ apparition
Afatoxines B1, B2, G1 et G2 Climats tropicaux et
subtropicaux
Ochratoxiries Ochratoxines A, B, C et D Climats frais et tempérés

En cours de stockage
Zéaralénone Zéaralénone M oisissures ubiquistes
Trichothécénes Vomitoxine (DON), Nivalenal, M oisissures ubiquistes
Fusarenone X (Trichothécéenes B)
T2 toxine, HT2 toxine,
Diacetoxyscirpenol (Tricho. A)
Fumonisines Fumonisines Climats tempérés et
climats chauds
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1. Lesconditions de toxinogénes

Tout au long de la chaine aimentaire, depuis le champ jusgu’ al’ assiette du consommateur ou
lamangeoire de |I’animale, tel ou tel groupe de moisissures est susceptible de se dével opper et
de produire des toxines si les conditions écologiques, notamment |"humidité, lui sont
favorable. La contamination des aliments ou des graines peut avoir lieu avant ou pendant le

stockage (Pfohl-Leszkovicz, 1999). Du point de vue écologique,

champignons toxinogénes peuvent étre distingués (Christensen et al., 1977):
de «champs» qui contaminent les produits agricoles avant %u
principalement Fusarium et Alternaria, mais aussi des Asper

climat chaud, et les champignons de « stockage » (Penicil

contaminer les denrées alimentaires pendant leur stockage.

La formation des mycotoxines (mycotoxmogen&ee) onditiCgnée préalable par la
croissance des champignons. La synthése de c leur quantité ne

sont pas seulement influencées par des p enV| rosne nutritionnels au

moment de la production, mais surt r@ssﬁnc (o8 éveloppement d'un

m% WSectes peuvent favoriser la
% eloppement des moisissures

midité. Pendant le stockage, les

champignon bien particulier. Certaing
contamination (Sinha, 1961 et

dépend énormément de la

cé&réales perdent de(léur qu plus sensibles a I'infection par des

es f rs /nfhuenc: @ des mycotoxines incluent I'humidité, la
s e \‘ % n

champignons.

ines, I’oxygene, le dioxyde de carbone, la
“ pignon, la prévalence d especes toxinogenes, les
(flgure02)

Dommages I nsectes et Dispersion Compétition
mécanique rongeurs des spores microflore

I nteraction micro-

Température :
organismes
Humidité i Temps
— T gl e
Croissance fongigue
.

Production de toxines

Figure 02. Les conditions de toxinogenes.
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2. Lesprincipales mycotoxines produites par les especes d’ Aspergillus

2.1. Les Aflatoxines
C’est en 1960 que, pour la premiére fois, a été établie la relation entre une intoxication dans
un éevage de dindons et la présence d une moisissure (Aspergillus flavus) parasitant les
arachides. Ce sont les anglais qui ont isolé une des molécules responsables, I’ aflatoxine
(Adams et al. 2002 ; Chaplland-Leclerc et al., 2005). Les Aflatoxines
mycotoxines produite par les souches toxinogenes d’ Aspergillus flavus,

AFs) sont des

nomius, elles ont été détectées dans différents types d aiments d
monde ; elles sont considérées comme de dangereux cont ant%n vestinés a

I"homme et aux animaux (Zinedine et Idrissi, 2007).

2.1.1. Contamination des aliments par les aflatoxines

La présence des AFs dans I'aimentation ctumaine male e résultat d’'une
contamination par des especes aflatoxinogenes. Les aflato)iney

ement trouvées
dans des aliments en provenance de régi ti@mid@ gue de sud, Afrique,
(0]

Asie). Elles ont éé détectées dans J i S o avoine, seigle, riz), les
. ues(noiseees et leurs dérivés, arachides,

tilles, piments) et fruits secs et

produits a base de ceréales, des

beurre d’ arachide, pistache, d

biéere (Tabuc, 2007). @p
e,

wrelles ayant un potentiel cancérogene et mutagene

2.2. Ochratoxine A (OTA)

Les ochratoxines sont des métabolites de moisissures appartenant aux genres Aspergillus ou

Pencillium. Leur présence est liée au climat, particuliérement lors de la récolte, et aux
conditions de stockage apres récolte. Parmi les ochratoxines, seules I’ ochratoxines A et tres
rarement |’ ochratoxine B ont été retrouvées sur des produits végétaux. compte tenue de la

prévalence et de latoxicité de |’ ochratoxine A (OTA), seule cette derniére seratraitée.
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L’OTA aété isolée pour la premiere fois a partir d’ Aspergillus ochraceus par van der Merwe
et al. (1965). Par la suite, elle a éé identifiée comme contaminant du mai's aux USA en 19609,
plus dans I’ensemble du monde. L’ochratoxine A est produite sous les climats froids et
tempérés par Penicillium verrucosum et par Aspergillus carbonarius et en régions chauds
tropicales par Aspergilius ochraceus. Penicillium verrucosum, spécifiquement associé aux

céréales stockées, est trés commun en europe du nord et au Canada. Aspergjillus ochraceus est

le champignon le plus commun dans le café vert et les épices. || est egalementetrouve sur les

graines de cacao, e soja, les cacahuetes, leriz et le mais (AFSSA, 2609).

2.2.1. Contamination des aliments par I'ochratoxine A
awsynthese de
IS a haut risque de

i e serait I'un des facteurs potentiels a
@%US le nom de Néphropathie Endémique
> té’ munotoxique, tératugenes et neurotoxique. Son
al, mais les preuves sont encore insuffisantes chez

Le\iZ &gt gine des plus anciennes plantes vivrieres cultivées. C'est une céréale annuelle a
paille. Conine le blé, le mais ou le sorgho, le riz appartient a la famille des graminées
appel ées aujourd’ hui Poacées (Poaceae). Latige est un chaume creux et strié. Elle s ééve de
50 cm a2 m selon les variétés et peut atteindre 5 m pour les variétés deriz flottant. Lafeuille,
en forme de lance, est large de 5 a 15 mm. Elle comporte une gaine qui forme un tube autour
de latige. Les fleurs du riz sont groupées en panicule, chaque fleur donnera un seul grain. Ce
dernier est un caryopse (fruit sec indéhiscent). Il se compose d'une enveloppe de plusieurs

couches cellulaires dont le péricarpe, qui est coloré ou non, d un albumen essentiellement
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constitué d’amidon donnant au « grain blanchi » son aspect translucide ou vitreux et d’un

germe ou embryon qui donnera naissance a une autre plante (figure 03) (Cirad, 2002).

.~ e et dense, d: fleur (épillet) contenant
250
NS

coitrent de la niacine, de la vitamine B6, de la

We ains que des traces d'acide pantothénique de

tés. Mais le riz blanc est un des céréales les plus

Selon Cirad en 2002, leriz le plus cultivé aujourd hui appartient a |’ espece sativa. L’ espece
sativa s est différenciée en deux sous-espéces, indica et japonica :

« indica pousse en conditions aguatiques sous climat équatorial et tropical ;

* japonica pousse en conditions aquatiques majoritairement sous climat tempéré et en

conditions pluviaes sous climat tropical.

Le «riz sauvage » appartient a un genre voisin: la zizanie (Zizania aquatica L.) originaire du
nord des Etats-Unis et du Canada (Dukerschein et Langrehr, 2000).
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Leriz est la deuxieme céréale aprées le mai's en termes de surface cultivée (153 Mha en 2004)
et de quantité produite (608 Mt en 2004), avec un rendement moyen de 4,0 t/ha qui masque de
tres importantes disparités (World Rice Statistics, 2005). C'est, en revanche, la premiere
céréale pour I'alimentation humaine. Elle représente la base de I'alimentation de plus de 2,5
milliards de personnes dans les pays en voie de développement avec des consommations

annuelles tres importantes dépassant dans certains pays les 100 kg/habitant. Les grands pays

o-‘ soduction),
aitapde) Etats-Unis,
2. Contamination deriz par les mycotoxines

Les céréales sont les principaux vecteurs de%oxi 5 oy dl t\uiniversellement

consommees par I'homme et par les anim [N %euvent s @l inées a plusieurs
moments (en plein champ ou lors du . e gont dz pays aux conditions
climatiques chaudes et humides (et ticetia Vs &Afrique, d Asie du Sud et

o’ Amérique du Sud) que la croi @ i %\"

les aflatoxines) est | orisée ents de base des populations de ces

essentiellement du fait de quelques pays gros exportateur
Inde, Pakistan) (Courtois, 2006).

P
A

3. Evalyatign derisgue des aflatoxines et d’ ochratoxine A

Issues d'une contamination généralement reconnue comme d'origine végétae, les
mycotoxines constituent un probleme trés actuel de qualité et de sécurité sanitaire des
aliments.

Le risque mycotoxique est d’ origine naturelle, I’ homme n’en maitrisant pas la survenue qui
est liée aux conditions climatiques notamment. Le risque est pernicieux car la contamination
fongique est difficilement contrdlable et peut étre multiple en raison de la présence possible

de plusieurs mycotoxines dans le méme produit ou la méme ration alimentaire. Selon AFSSA
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(1999), Pour caractériser les dangers, une Dose Journaliere Tolérée (DJT) est fixée gréce aux
études toxicologiques. Pour qu'il n'y ait pas de risque pour la santé, il faut que la quantité a
laquelle un individu est expose par jour (I’ exposition) soit inférieure alaDJT.

En effet, la dose journaliere tolérable d’ ochratoxine A est de 120 pg/kg p.c ./j. Tandis que, Il
nN'a pas été fixé de DJT pour les aflatoxines, car ces substances présentent des effets

cancérogenes génotoxiques sans seuil.

4. Réglementation sur les aflatoxines et I’ ochratoxine A danslerié

A I'échelle mondiale, en 2003, 99 pays au moins, disposaient de ré

Soiementation relative

aux mycotoxines en 2003 disposaient, au minimu limites» réglementaires pour

s les produits

considérablement augmenté au fil des an

I'aflatoxine B, ou pour la somme des aﬂat% B1, V820151
d'alimentation humaine et/ou animale. Le no%a%s qui r%@ les mycotoxines a
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I.MATERIEL

1. Leriz stocké

Dans la présente éude nous avons travaillé sur des échantillons de riz stockés au niveau de
Coopérative des Céréales et des Leégumes Secs (CCLS) de Blida et provenant des USA.

Les Etats-Unisou USA (United States of America) est le principal exportateur de riz a grains

blancs décortiqués depuis 2005 vers plusieurs pays du monde, parmi lesquelles I’ Algérie, le

fournisseur est I' OAIG (Organisme Algérien de I’ Importation des Grains).
<&

L’entré de produit importé est au niveau du port de la ville de Suit est
transporté dans des sacs de plastique de 50 kg vers Blida pQur lecon J Wiveau de

CCLS (Figure 04).

/ LN s )
Figure 04. Le stocka AZ U a@ de Blida (& gauche), riz blanc décortiqué
adroite).

(
Q

et surtout POURIS sommation de la premiere région militaire de Blida
\,\ SO . . o
et laq 8o dte est\Y s‘q\\a“- pnné dans des petits sacs de 1 Kg et destiné aux

2. besniligux de cultures
Les milteux” de cultures utilisés pour les isolements et I'identification morphologique des

principaux genres et especes fongiques ainsi que pour la production des aflatoxines et de
I” ochratoxine A sont |es suivants:

eMilieu DRBC (Dichloran, Rose Bengal, Chloramphénicol), utilisé pour I'isolement et
I"identification des champignons (King et al., 1979).

e Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar), utilisé pour la conservation des souches (Raper et
Fennell, 1965).
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eMilieu CAM (Coconut Agar Medium), utilise pour la mise en évidence du pouvoir
producteur d’ AFs par les isolats Aspergillus section Flavi (Davis et al., 1987).

eMilieu CYA (Czapek Yeast extract Agar), utilisée pour |’identification morphologique des
principaux genres et sections fongiques ains pour la production d OTA (Pitt et Hocking,
1997).

La composition chimique de ces milieux est donnée en annexe |.

3. Souches deréférences <

Les études du pouvoir producteur d aflatoxines et d’ ochratoxige ' :
I”utilisation de souches de références. Aspergillus parasiti S 100V, (A

NRRL 3174, fournies par le Laboratoire de Biologie des System r.orobiens (LBSM) de

I"ENS de Kouba.

4. Appareillage et solvants \ @

Tous les appareils et les solvants utilisés au € %ret.dv' @ 35 dans I'annexe I,
m)ipotoxines (&l e§oxine et ochratoxine A).

Y

‘ AFB1 produite par Aspergillus

5 gppartenant de LBSM).

ainsi que les solvants utilisés pour la dét

5. Les standards analytiques
Les standards analytiques uti %
parasiticuset I'OTA itepar A ada

plasti enacheminés au laboratoire de biologie de systeme microbiens (LBSM) de I'ENS

de kouba, dans les heures qui suivent le prélévement. Le tableau suivant représente des

données sur leriz stocké.
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Tableau 06. Données sur les échantillons de riz prélevés au niveau de CCL S de Blida.

Origine Dated’entréen Algérie Nombre d’échantillons
Juin 2010 6
USA Aoiit 2011

Novembre 2012

2

8

Janvier 2013 7
Nombretotales d’ échantillons 2 \
O

2. |solements et dénombrement dela flore fongique \%

2.1. Laméthode dedilution

Les isolements des moisissures dans les échantillons

suspension-dilutions et ensemencement sur milieu gél

donnée en annexe |. Ce milieu permet d’inhi b%oi les C
tel que les mucors et les Rhizopus, et de rl@ 5 '%e de mi@ fagcon a mettre en
V.

évidence la plus part des champignons ¢

Vingt gramme de  chague @ T
échantillon de grains de riz bro S @ ~ o

sont mis dans un flag

contient 80 ml

amil Smil

10X) <(stut sedlisées a partir de la

solutiory mere. Cent microlitres de =

chaque dilution sont ensemencés sur J Incubation 4 2%
/

la surface des boites de Pétri W
contenant le milieu DRBC (King et '

al., 1979). Deux répétitions sont g B

réalisees par dilution (figure 5).

Figure 05. Technigue de dénombrement par étalement
en surface.
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La numération est effectuée en choisissant les boites dont e nombre de colonies est compris
entre 10 et 60 environ, le nombre de moisissures est exprimé en colonies formant unité par
gramme d’ échantillon (CFU/g).

2.2. Laméthode des grains (Direct Plating)
Elle consiste a ensemencer les graines de riz (15 grains/ boites) de chague échantillon

directement sur la gélose DRBC (figure 06). L’incubation a lieu & 28°C pendant 5a 7 jours a

I’obscurité. Le résultat de la méthode d’ ensemencement direct d%s grai
pourcentage (les grains infectés sur le totales des grains ensemencés dans

!
N\

.

SO SO

Figure 06. Mét n~-~\- == o\ ramssurlemllleu DRBC (adroite).

mor phe ’D 0 2S \w 2R b giques

\k\

s- v:‘ p|gnons qui se sont développés se fait tout d’abord a
» a|re dans le but de déterminer s'il s’aglt dun Asperglllus

mycélium. Parmi les champignons en croissance, les moisissures de genre Aspergillus sont
repérées visuellement a la surface de la gélose par leur forme et leur couleur caractéristiques.
Seuls ces champignons sont alors repiqués sur un milieu de purification (PDA) et incubés
pendant 7 jours a 28°C.

3.2. ldentification microscopique
L’ observation microscopique se base sur le mode de groupement des conidies (spores) et
I’ ornementation, cela se fait par deux méthodes:
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3.2.1. Préparation microscopiqueordinaire
On utilise une aiguille d'inoculation 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 |e nombre de spores N’ est pas excessif. Puis déposées sur une
lame « mouillées » avec une goutte d’ eau puis on pose une lamelle de couverture. On procéde
ensuite &’ examen au microscope photonique (X40, X100).

I”aide d’ un morceau de ruban adhésif transparent que |’ on pl rrace dela

culture, puis que I’on colle sur une lame de microscope, |’ 0b NIoSegpique se fait
au grossissement X40 et X 100.
Les moisissures sont identifiées d aprés leurs car orphorsgiques, |I'aspect des

colonies, leur couleur ains que les renseighements ‘wtens lo bservation au

mi croscope photonique.

4. Etude du pouvoir producteur d’aflatoxines et d’ ochratoxine A

Les aflatoxines et les ochratoxines A possedent une fluorescence propre qui permet de les
détecter généralement par une lampe a U.V. Elles sont fluorescentes a une longueur d’ onde de
365 nm.

La fluorescence des métabolites donne des couleurs différents qui permettent la

reconnaissance les types des mycotoxines par exemple: bleue pour les aflatoxines B, verte
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pour les aflatoxines G et bleu-mauve pour |'aflatoxine M1 et pour I’ochratoxine A la

fluorescence est bleu (bien sur dans un solvant specifique de séparation).

La criblage des isolats d’ Aspergillus producteurs d’ aflatoxines et d’ ochratoxine A est réalisés
par détection de la fluorescence sur milieu de culture a base de noix de coco (CAM), selon la
technique décrite par Davis et al.(1987) et Fente et al. (2001) et par chromatographie sur
couche mince (CCM) selon Calvo et al. (2004) et par HPLC.

4.1. Détection dela fluorescence d’ aflatoxine sur milieu de culture
Le milieu favorable pour la détection de la fluorescence des % eose a base
d extrait de noix de coco déchiqueté (CAM), additionné % 2-cylodiextrine qui

permet d améliorer nettement I’intensité de la fluorescence. L’ epSermescément des souches

fongiques sur CAM sefait par point centrale (une souch boite).

Dans le milieu CAM, les aflatoxines, combi
donnent une fluorescence visible sous lumi
colonie (Davis et al., 1987). En effet,

producteurs d’ aflatoxines B et G ému
verte respectivement, visibles so u.

orangévisiblealalumiered
4.2. Extraction d’ aflgtoxines.get\g '

En vue d'une confir

de pétrie, les carottes découpées sont pesees puis introduites dans des tubes Eppendorf de 2
ml ;

» I'extraction des aflatoxine et d’ ochratoxine est réalisée par I’ addition de 1 ml de méthanol,
toute en écrasant les morceaux de gélose afin de faciliter I’ extraction.

» Apres incubation pendant 1 heure a température ambiante et a I’abri de la lumiere, le
mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 12000 tours/min puis le surnageant est aspiré a
I’ aide d’une micropipette puis injecté dans un autre tube Eppendorf, le filtrat est conservé a
I’abri de lalumiere et a une température de +4 °C pour une anayse ultérieur (figure 07).
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[+ 1 ml de méthanel
carottage Peserles carottes
— B S om [ih. 2
L’extraction d’aflatoxine et _ T P ata
p —— d’ochratoxine — *ahel iipa
—— I .
le filtrat est conserve a 1'abr de 1 i 3 Centrifugstion
la lnmiére ot 3 une T=+4 “C d i 12000 tonres [/ 10 minntes

La méthode de CCM consiste a déposer un spot de 10 a 15 ul (aspiré par une micro-seringue)

de I'extrait a analyser sur les plagues (20 x 20 cm, 0,25 mm d’ épaisseur) de gel de silice. A
cet effet, les spots sont déposés a 2 cm du bord. Dans chague plague 7 a 8 échantillons sont
déposes, espacés de 2,5 cm. La séparation est effectuée, dans une cuve en verre fermée (20 x
20 cm), par le contact de la plaque avec la phase mobile. Le solvant de développement est le
chloroforme-acétone (90:10 v/v) pour les aflatoxines et toluéne-éthyle acétate-acide formique
a90% (50:40:10, v/v/v) pour les ochratoxines.
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4.3.1. Préparation des plagues

Les plaques de gel de silice sont préparées par un mélange vigoureux de 25 g de gdl de silice
(Kieselgel 60 GF254) dans 70 ml d'eau digtillée. La pate obtenue est étalée immeédiatement
d'une maniére uniforme sur des plaques en verre propre (20x20cm) a l'aide de I'éaloir de
Desaga réglé pour obtenir une couche fine de 0,25 mm d'épaisseur. Les plaques sont séchées a
40°C pendant une nuit et régénérées a 105°C pendant 1h juste avant utilisation.

4.3.2. Dépot des extraits et analyse S

» A I'aide d’ une regle, tracer des points éloignés de 2 cm au kbipr

entre eux de 2,5 cm (7 points par plaque).

» Aspirer par une micro-seringue 15 pl de I’ extrait & analyser et |J€pCse sorgneusement sur

le point tracé sur la plague de CCM soit, en évitant d\abimer la suiface de la plague. Pour
éviter d avoir de grosses taches sur la plaque, e volu

petites gouttes puis séchées al’ aide d’ un séch N
» Un témoin contenant une solution st
» Saturer la cuve de la CCM, en dé

sur laparoi de cette cuve.

ars 1A ontient la phase mobile de la
qu’/i igne limite du bord supérieur. Retirer
a%~ e ambiante pendant 15 & 20 minutes.

S % atoxine A, placer les plagues sous lumiere UV
Stache bleue et pour les AFs G par une tache verte.

» Déposer les plagues verti
séparation. Le solva

laplaque delacuvee

> Pour la détecCtion des afl&nx
(365 nm)-—L S caractérisé
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Tracerles pointssurla Aspirer parune micro-sefngus Déposés goutts par goutts surls |

plague | 15 pldal’extraitd analves

Dzposerlzsplagues
varticalarnant la cuve

Aprés la miprstion ds solvant Eatier lss

plagues da la ame ot l=s laisser se
température ambiants pandant 1 5 2 20 mimat

&
Figure 08. Représentation scl (-: e 4 entale de laréalisation de
chromatographie sur couchg Q .‘ﬁ orescence de I’ aflatoxine et de

v4
o
4.4. Confirmatix L ian des tespar HPLC
>
i :3\&:\ fes aflatoxines par HPLC munie d'une cellule

z{\\m «KOBRA Cell » a éé également réalisées au
' GC) de I'INSAT de Toulouse.

analysées’sur un chromatographe de marque Shimadzu LC-10 (Kyoto,
an, d un litre de phase mobile, 119 mg de bromure de potassium et 350 pl d'acide
nitrique 4M sont gjoutés (selon le manuel KOBRA Cell®). Le débit est réglé a 0,5 ml/min.
Un volume de 20 pl d'échantillon est injecté manuellement a I'aide d’ une microseringue.
L’ analyse est réalisée en condition isocratique. Des solutions standards de I’ aflatoxine B1 et
B2 pure de concentrations connues sont injectées intercalées parmi la série d' échantillons. La
détection est réalisée en réglant I’ onde d'excitation 362 nm et des filtres d'émission a425 nm
pour B1 et B2. L’enregistrement et |I’analyse des chromatogrammes sont effectués par un
logiciel adapté (Normasoft).
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[.RESULTATS

1. Analyse delaflorefongique des échantillonsderiz stocké

Cette étude a éé conduite dans le but d’'isoler et d'identifier la microflore fongique qui
contamine le riz stocké et de rechercher les champignons producteurs d aflatoxines et
d ochratoxine A (en particulier les champignons appartenant au genre Aspergillus). Aprés 7
jours d’incubation, nous avons observé des colonies différentes, identifié on les critéres

d’ identifications macroscopiques et microscopi ques.
RNAY
1.1. Reconnaissance des genres et des sections
1.1.1. Reconnaissance des genres XX
et
Penicillium et Mucor. lls ont été identifiés selo falR macroscopiques et

ue, sur le milieu
‘-:- 'R Jgénéralement de

microscopiques. L’observation de la couleur

d isolement (DRBC), ainsi que les structures mi

» LegenreAspergillus

Les champignons du ce genre RO %. es mycéliennes poudreuses qui
T %mn sur milieu DRBC. Les teintes
% c@% sont érigés, renflés aleur extrémité

/ une ou deux rangées de stérigmates prend
G ces stérigmates se forment et s'accumulent les

0). Les caracteres morphologiques de ce genre ont
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A= Aspergillus section Flavi, B = Aspergillus section Nigi, AN s section Terrie

C aprés 7 jours

o

Vésicule |

Stipe
(conidiophore)

s

Figure 10. Aspect microscopigue de genre Aspergillus (G X40).
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» LegenrePenicillium:
Est facilement reconnaissable a I’ceil nu ou a la loupe tout d’abord par sa teinte verte ou
bleutée puis par ses caractéristiques morphologiques. Les colonies mycéliennes sont
généralement peu développées, 0,5 a 2 cm de diamétre aprés 5-7 jours de culture sur milieu
DRBC (figure 11). En effet, le Penicillium est caractérisé par des conidiophores (ou stipes)
qui s'éévent un a un du mycélium portant des phialides groupées en pinceaux (d’ou le nom

de Penicillium) au bout desquels les spores s accumulent en chaine. Ils nombreuses,

claires ou faiblement colorées, sphériques ou ovales (figure 12).

%

|
(oS

Sp. poussé sur le milieu CYA.

) P

-gs“
o=ﬁ\§v

\.\ sur milieu DRBC et CYA aprés 7

4

& an‘}'\e.?(g' 8C°.
O

Figure 12. Aspect microscopique de genre Penicillium (G X40).
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» LegenreMucor :
Il est caractériseé par des colonies a croissance tres rapide. Le thalle aérien, 2 & 20 mm de
hauteur, est au début blanc, devenant brun gris en vielllissant. Ce genre se caractérise par la
présence de sporangiophores longs ou courts, ramifiés ou non et portant des sporocystes

arrondis a columelles elliptiques ou rondes.

1.1.2. Reconnaissance des sections du genre Aspergillus

Au cours de cette étude nous avons identifié quatre sections du ge%re Ag)
I"identification basée sur les caractéres morphologiques ne suffit p
certaines especes de la méme section. Avant de présenter les
des genres et des sections, nous donnons ci-apres la liste des princi palss Nns isolées et

leurs caractéres morphologiques. Aspergillus secti Flavi s section Nigri,

Aspergillus section Terrei, Aspergillus section Fumig caracléristiques des groupes
dllespeces identifiées dans cette étude sont les :

» Aspergillus section Flavi (&
A une croissance rapide a 28°C sur lg'milieu ' Eperaiy section Flavi forme des

colonies duveteuses a poudreuses, ¢ { Rhancs 30r8) puis vert-jaune. Aspergillus

7\
- — \
‘A‘-t‘l'ﬁﬁxs “—N 4

4
e

Conidiophore

Aspect macroscopique Aspect microscopique (G X40).
aprés 7 jours d’incubation sur milieu CY A a28C°.

Figure 13. Aspect macroscopiqgue et microscopique d’ Aspergillus section Flavi.
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» Aspergillus section Nigri (A. niger et A. carbonarius)
Sur le milieu CYA, la colonie a un diamétre de 60 mm ou plus, envahit souvent toute la
surface de la boite de Pétri (figure 14). Elle est plate, duveteuse, avec des tétes unisérié ou
bisérié avec des conidies noires.

Figure 15 .Aspect macroscopique d’ Aspergillus section Fumigati apres 7 jours d’incubation
sur milieu CYA a28C°.
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»  Aspergillussection Terrel
Colonie brune-beige a brune-orangé (figure 16). L’aspect microscopique des especes

appartenant a cette section tient la forme d’un éventail, avec tétes conidiennes bisériées en

forme de longues colonnes, lavésicule est globuleuse et |es conidies sont trés petites.

SO | ,
‘Q\\ys s analyse 23 échantillons de riz (stockés

LoONS

ant des colonies (UFC/g) et la méthode des grains (ensemencement direct des
grains sur le milieu DRBC) qui donne les résultats par le pourcentage (%). Ces méthodes

démontrent qu’il y’ aune variabilité dans les résultats données.

Globaement, la plus forte densité est enregistré dans les échantillons de riz stocké depuis
2010 par un taux de 1,5 . 10° UFC/g de riz. Lamajorité de ces échantillons ont révélé des taux
de contamination observables par la méthode de dilution par apport a la méthode des grains,
qui a montré une contamination identifiable dans les échantillons de riz stocké depuis 2012 et
2013, avec des proportions variables.
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2.1. Echantillons deriz stocké depuis 2010 au CCL'S
Les six échantillons de riz conservés depuis 2010 au sein de CCLS de Blida sont contaminés
par les champignons avec une fréquence variable selon les méhodes utilisees et les

échantillons anal yses.

Selon les résultats obtenus par la méthode de dilution, quatre échantillons sont contaminés en

particulier par Aspergillus avec un taux alant de 66,7 a 92,8 % de la flo
Nous avons noté la présence d’ autres champignons, que nous n’ avogs pasi

taux relativement faibles par rapport a Aspergillus.

En revanche, la méthode des grains a révél é la contaminati

Aspergillus et Penicillium. Ce dernier genre n’ a pas éé.ré

év ,
dominance de genre Aspergillus est marquée dans un tiIIon sevlement avec un taux de
57,2 %, et le genre Penicillium est enregistré dwtr-llon taux de 66,5 %

de la contamination globale (tableau 07). @
Q
-' i rejuerice desxiginigi paux genres isolés des
¢ 152010,

Tableau 07. Distribution de laflore fo

6 échantillons

M éthode N° cilliumsp. | Mucor | Autres
utilisée (%) sp. (%) (%)
1 / / /
Méthode 2 / / 8,6
dilutio 5 / / 33,3
(KR / / /
g / / 10
6 / / 7,2
1 / / / / /
Méthode des 2 20 33,5 66,5 / /
grains 3 / / / / /
(%) 4 46,7 57,2 42,8 / /
5 / / / / /
6 / / / / /

N°= numeéro d’ échantillon, FFT = Flore Fongique Totale ; / = absence
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2.2. Echantillons deriz stocké depuis 2011 au CCLS

Parmi les 23 échantillons, nous avons analysé deux échantillons de riz conservés depuis 2011
au niveau de CCLS de Blida. Les résultats anaytiques de ces échantillons montrent que,
I” échantillon N°1 est contaminé par |e genre Penicillium uniquement (résultat démontré par la
méthode des grains). Tandis que la méthode de dilution révélé la contamination de

I’ échantillon N°2 seulement par |e genre Aspergillus. Nous avons remarqué aussi |’ absence de

Mucor et des autres champignons dans ces échantillons (tableau 08).
<

Tableau 08. Distribution de laflore fongique et |a fréquence des principaux ¢ 550l és des
2 échantillons deriz stocké au CCLS d 2
Méthode utilisee = N° FFT Aspergillussp. | Pencillitinsp wucor | Autres

(%) (%) 5. (%) (%)
M éthode de <10 /

1 / / /
dilution (UFC/g) | 2 | 0,08.10° 10& @/
Méthode des 1 20 % S @ /
grains (%) 2 / & ]% /

tal e; / = absence.

~

~  ~

N°= numéro d' échantillon

cog’d’ Aspergillus sont relativement élevées par apport au genre Penicillium qui est
dominarit dans I’ échantillon N°3 seulement avec un taux de 60%, et absent dans I’ échantillon
N°2 (tableau 09).
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Tableau 09. Distribution de laflore fongique et 1a fréquence des principaux genres isolés des
8 échantillons de riz stocké au CCLS depuis 2012.

Méthode | N° FFT Aspergillussp. | Pencilliumsp. | Mucor sp. | Autres
utilisée (%) (%) (%) (%)
1 <10 / / / /
2 <10 / / / /
Méthodede | 3 <10 / / /
dilution 4 <10 / / S /
(UFC/g) 5 <10 / / \ /
6 <10 / /
7 <10 / / / /
8 <10 / / /
1 / / \ ® /
2 60 100 i @ / /
S
3 100 60 / /
M éthode des 4 46,7 % > / /
grains (%) | g 60 @2 / /
6 : 15 % 28,5 / /
7 @ 375 / /
8 (S 332 / /
T

‘e BI¥&l Ls résultats analytiques de 7 échantillons montrent que sont tous contaminés
par lescheapignons avec des taux variables selon |’ échantillon et la méthode utilisée.

Trois échantillons parmi 7 (N°1, 2 et 6) sont contaminés par Aspergillus et Penicillium
seulement, isolés par la méthode de dilution avec une dominance du genre Penicillium avec
un taux allant de 55,6 4 91,9%.

La méthode des grains a montré que tous les échantillons sont contaminés par les deux
champignons Aspergilllus et Penicillium avec des fréquences variable sauf I’ échantillon N°3

est contaminé par le genre Penicillium uniquement.
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Ains le Mucor est enregistré dans un échantillon seulement (N°7) avec une fréquence de
64,3 % (tableau 10).

Tableau 10. Distribution de la flore fongique et |a fréquence des principaux genres isolés des
7 échantillons de riz stocké au CCLS depuis janvier 2013.
Méthode = N° FFT Aspergillussp. | Pencilliumsp. |~ Mucor sp. | Autres

utilisée (%) (%) (%)
1 | 007.10° 42,9 571 % /
2 | 0,09.10° 44,4 55,6 /
Méthode | 3 10> / XN /
de 4 10> / ' /
dilution 5 10> / /
(UFC/9) 6 | 0135.10° / /
7 10> @ /
1 86,7 @ / /
2 93,3 ) / /
Méthode 3 20 a / /
desgrains | 4 26,7 @ / /
(%) 5 46,7 / /
57,1 / /
14,3 64,3 /

= Hore Fongique Totae; / = absence.

ensspergillus, Penicillium et avec une trés faible fréquence le genre Mucor et d’ autres
champighons qui sont enregistrées uniquement dans les échantillons de riz stocké depuis 2013
et 2010 respectivement. Les deux premiers champignons sont isolés dans la majorité des

échantillons de riz stocké (figure 17).

Globalement, les résultats obtenus par la méhode de dilution montrent une dominance
relative du genre Aspergillus surtout dans les échantillons de riz conservé depuis 2010 et 2011
avec un taux de 83,1% et 100% respectivement, les échantillons de riz stockeé depuis 2012 ne

représentent aucune contamination par cette méthode. Tandis que la méthode
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d ensemencement direct des grains montre une dominance de genre Aspergillus dans les
échantillons conservés depuis 2012 avec un taux de 70,5% et une absence totale de ce genre

est observée dans les échantillons stockés depuis 2011 (tableau 14).

Le genre Penicillium est dominant surtout dans les échantillons de riz stockés depuis 2013,
cependant une absence totale de ce genre est observée par la méthode de dilution, dans les
échantillons stockés depuis 2010, 2011 et 2012. La méthode d’ensemensement direct des

grains déemontre la présence de ce genre dans tous les échantillons an@al ysé, maisiadominance
de Penicillium est remarquée dans les échantillons de 2011 et 2013, 00% et
53,2% respectivement (tableau 11). a\x

Tableau 11. Distribution de laflore fongique et |a fréquence des prigici faux ganres isolés des

23 échantillons de riz stocké au CCL'S depui 0, 201132012 et 2013.

Méthode | Annéede N FFT Aspergillus icilliu Mucor @ Autre

utiliste = stockage (le moyen) a3 @ (%) (%)

Méthode | 2010 0,37.10° 31 ;@ / 16,9
0,04. @%%8 /

de 2011
dilution 2012 /
(UFC/9) | 2013 /
Méthode 2010

des 11 1 Q 100 / /
grains

2012 8 &7 70,5 29,5 / /

) /N 0O N O
~~
-~ -~ -

Y
—
=
gl B
\‘
~~
~~

(%

[ 32,3 53,2 14,5 /

pMire U’ € s; FFT = Flore Fongique Totale ; / = absence.
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Selon laméthode de dilution.

SO

#2012, ils ne représentent  aucune contamination

3. Distribution des sections d’ Aspergillus dans les échantillons deriz stocké

Parmi les sections d’ Aspergillus identifiées, Aspergillus section Flavi, est la plus dominante
dans les 23 échantillons de riz stocké, et a un degré moindre Aspergillus section Terrie, Nigri
et Fumigati (figure 18).

Nous rappelons que les échantillons de riz de stocke de 2012 sont sains selon la méthode des
dilutions et les échantillons de 2011 ne sont pas contaminés par le genre Aspergillus selon la
méthode des grains.
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» Aspergillus section Flavi est isolée a partir de la mgjorité des échantillons de riz
analyse. Nous avons noté une contamination totale du riz par cette section pour les
échantillons de 2010, 2011 et avec un taux de 70,6% pour les échantillons de 2013. La
méthode des grains a révélé également des fréquences trés élevées d’ Aspergillus section Flavi
par apport aux autres sections, une forte proportion est enregistrée par les échantillons de
2010 (80%), suivi par un taux de 45% et 37,2% dans les échantillons de.riz stocké depuis
2013 et 2012 respectivement (tableau 12).

1§ 2010, 2011 et
2013 avec des taux 20%, 14% et 25% r
» Aspergillus section Fumigati n pkg résente dans tous les

hant@ servé depuis 2013 qui sont

Tableau 12. Distribution desX ctione ﬁ%} s isolées des échantillons de riz stocké
duCCLSa u%, 011, 2012 et 2013.

N%0)
o

échantillons de riz analysés a I’ exceptj

contaminé avec un taux de 23

.section | A.section | A. section | A. section

Flavi Terrie Nigri Fumigati

(%) (%) (%) (%)

6 100 / / /

2 100 / / /

8 / / / /

(UFC/qg) 2013 | 7 0,01.10° 70,6 5,9 / 235
Méthode 2010 | 6 50 80 / 20 /
des 2011 | 2 / / / / /
grains 2012 8 70,5 37,2 488 14 /
(%) 2013 | 7| 323 45 30 25 /

N = nombre d’ échantillons.
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S . (
\g 20 H /‘?;
‘ A :
v/ \\\\Q v Selon la methode
00 e\\\\\ 2012 2013 desgrains
'é‘ de stockage

L& réguenced ions d’ Aspergillus isolées dans tous les échantillons de riz

S

4. Etudedu pouvoir producteur d’aflatoxines par lesisolats d’ Aspergillus section Flavi

€, selon les années de stockage et la méthode utilisée pour leur isolement.

Nous avons étudié le pouvoir producteur d’ aflatoxine de 59 souches appartenant a la section
Flavi sélectionnées aléatoirement sur les boites d’isolement (26 isolats de stocke 2010, 11
isolats de stocke 2011, 8 isolats de stocke 2012 et 14 isolats de stocke 2013). Les résultats de
I’ évauation de pouvoir producteurs des 59 souches d’ Aspergillus section Flavi testées sont
rapportés dans letableau 18 de I'annexe V.
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Le criblage des souches aflatoxinogénes est basé sur la mise en évidence de la fluorescence
sous U.V.(356 nm) sur un milieu a base d'extrait de noix de coco (CAM) et par
chromatographie sur couche mince (CCM), figure 19 et 20 respectivement. Ces tests ont
montré la méme fréquence des isolats producteurs d’ aflatoxine qui est de 44,1% (26/59). En
effet la totalité des isolats provenant des échantillons de 2011 sont producteurs d’ aflatoxines
et représentent un taux de 42,3% (11/26), suivie de ceux isolés des échantillons de 2013 avec
une fréquence de 38,5% (10/26). Tandis que les isolats de stocke de 2010 et'2012 ont révélé

une proportion relativement trés faible (figure 21). <

On note gue tous les isolats produisent I’ aflatoxine B mais n e pr Aflctoxine G

Usbuche mince

Rever de la boite sous UV (365 nm). Rever de la boite sous UV (365 nm).

Figure 19. Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U.V. (365 nm) de la production

des AFs par Aspergillus section Flavi sur milieu a base d’ extrait de noix de coco (CAM).
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Systéme de séparation (chlor ofor me-acétone, 90:10 v/v)

Front
de
solvant

Temsin AR3 ARE : ARS :
(AFEl et G}  (3-13) (2-11) {117 {2-11) (211 3 13)

S
Lesextraitsdesisolatsd’%lus % ctina Fla ,

Figure 20. Mise en évidence par flu %@%ws Iu@'ﬁ :: (365 nm) dela
production des AFs par Aspergillus 3 T sur E& aflatoxine B, AFG: aflatoxine G).

4@%@,

W
oo
[¢)]

tsproducteurs

M jsolats aflatoxinogénes

TANENRAREREAHIE

h 7,7
Q@ ]
. B
[ —
—
2010 2011 2012 2013
Annéede stockage

Figure 21. Fréquence (%) desisolats d’ Aspergillus section Flavi producteurs d’ aflatoxine

selon les années de stockage.

L’intensité de la production d’ aflatoxine vari d’un échantillon a un autre. La détection sur le
milieu CAM montre une forte fréguence des isolats faiblement (+) et trés faiblement
producteurs (x) d aflatoxine B, avec un taux de 84,6% (22/26 isolats), ains les isolats
moyennement producteurs (++) et fortement producteurs (+++) représentent un taux de 11,5%

et 3,9% respectivement.

60



En revanche, la détection par chromatographie sur couche mince (CCM) a démontré que le
taux des isolats fortement producteurs (+++) d aflatoxine B est de 26,9%, et les isolats
moyennement producteurs (++) ont une proportion de 46,2%, ains les isolats qui ont une
fluorescence faible (+) et tres faible () ont révélé une fréquence de 26,9%. Ces résultats
montrent que le test de CCM est trés sensible par apport a la détection des aflatoxines sur le
milieu CAM. Tous les résultats de la production d’ aflatoxines par les isolats de section Flavi et
leurs intensités de la fluorescence sont montré dans le tableau ci dessous.
<

L’annéede | Nombre Numé&ro Lesisolats
stockage @ d’isolats d’ échantillon

3 ++
2010 3 , +
5 -
1 ++
++
+
@« +++
+++
2011 11 vl : n
N + ++
) + ++
| y + ++
Q ] + o+
& AR * ++
20 g \ ARy (1-12) +++ +++
ARz (7.12) + +++
AR (313 + ++
3 ARz (3-13) + ++
AR4(313) + ++
ARs (313) + ++
4 ARs (4-13) + +++
2013 10 c ARo o1 s "
ARy (5-13) + +++
AR> (6.13) + +
6 AR4 613 + +
ARg (6-13) + +

+++ : fluorescence tres intense (fortement producteur); ++ : fluorescence intense
(moyennement producteur); + : fluorescence faible (faiblement producteur); + : fluorescence

trés faible (trés faiblement producteur).
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5. Etude du pouvoir producteur d’ochratoxine A par lesisolatsd’ Aspergillus

L’ éude du pouvoir de production de I’OTA a été réalisée sur milieu de culture CY A (Czapek
Y east Agar), pour un total de 34 isolats appartenant au genre Aspergillus issus des échantillons
stocké depuis 2010, 2011, 2012 et 2013. Les isolats appartiennent a trois section : 13 isolats de
section Terrel, 11 isolats de section Nigri et 10 isolats de section Fumigati. Les extraits au
méthanol de ces souches et a analysés par CCM a 365nm sous U.V. (les résultats de CCM de

tous les isolats testés sont consignés dans | e tableau 19 dans |’ annexe IV).

avec une faible densité.

La fréguence des isolats producteurs d’OTA est

ochratoxinogenes est plus élevé dans les échantillons de st#cke
78% (7/9), que ceux de stocke de 2012 qui ont rév&é une propoti

nin_ @1% montre que les isolats
S @ uorescence, les résultats de la
ant:

2/9), cependant

Lesisolats Détection sur
CCM

1 AR4 1-12) +
ARz 412 +

AR4 412 +

4 AR5 (4.12) +
ARg (a-12) *

ARg 412 +

5 ARz (512 +
2013 2 5 ARs 513 *
6 ARz 6-13) +

+ : fluorescence faible (faiblement producteur) ; + : fluorescence tres faible (trés faiblement

producteur).
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Toutefois, en raison
d AFs, a été rédisé

La wication d aflatoxine par HPLC montre que tous les isolats sont producteurs

d aflatoxine de type B seulement, ce qui confirme le résultat obtenir par la CCM. On note que
les quantités d’ aflatoxine de type B1 est plus élevées par apport au aflatoxine de type B2
dans tout les isolats analysées. Une forte densité d’ AFB (B1 + B2) est observée dans I'isolat
ARs (513 suivi par I'isolat ARg (211, qui ont une fluorescence tres intense dans la
chromatographie sur couche mince (CCM) et tres faible sur CAM. Cependant les isolats non
producteur sur CAM et CCM, ont révélé la présence d AFB1 uniquement et avec une faible

densité dans I'isolat AR; (2-10), €t |’ aflatoxine de type B1 et B2 révélé aussi avec une faible
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densité dans I'isolat AR (3.12). Les résultats de la quantification d aflatoxine par HPLC sont
enregistrés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 15. Détection et quantification par HPLC d’ AFs dans 6 isolats d’ Aspergillus section

Flavi.

I solats Quantification p PLC (ppb)

aflatoxinogenes

CAM CCM AFBL B2
AR (2-10) - &\ Q
183,

ARG (5.10) . . 5
AR2 (2.1 . - 2877 35,8
ARg 2.11) + +++\ N 127,2
AR1@312) - % < 5@ 1,6
AR4 (513 & @%&3 107,2

WeLss

64



1. DISCUTION

L’objectif de ce travail est d'étudier les champignons producteurs d aflatoxines et
d ochratoxine A dans le riz stocké. Pour cela, nous avons analysé 23 échantillons de riz

de « champ », Alternaria, Cladosporium et Fusariu

contamination des denrées alimentaires par les moisi nir_tout au long de la

filiere : production, stockage, transport, tran ation ) (Doré et al.,

des p.asnt t disséminer leurs

ant le kdge s les conditions sont
o
(fo}) %@5 que la fréguence de contamination

: ns m (69,5%) par rapport au Penicillium
ner 3 les denrées stockées dans les régions a

favorables.

Nos résultats obtenus par la
par Aspergillus dang fes’23
(24,9%). La domin dugy

1 2003). Ainsi, la plupart des enquétes menées dans ces régions ont mis en
évid Ieyorédominance des espéces fongiques du genre Aspergillus dans les céréales (Riba,
2008). Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés sur les grains de céréales et d autres
graines (Varga et al., 1996; Berghofer et al., 2003; Accens et al., 2004; Gao et al., 2007),

notamment le riz (Nguyen, 2007).

Tandis que, les résultats obtenus par la méthode des grains montrent la dominance de genre
Penicillium (58, 2%) suivi par Aspergillus (38,2%). La méthode directe est la méthode
préférée pour détecter, évaluer et isoler des mycetes des nourritures particulaires telles que

des grains et des noix. Dans cette méthode, des particules de nourriture sont placées
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directement sur des milieux. Ce processus est plus efficace pour étudier la qualité
mycologique inhérente, et permet également une bonne évaluation de la présence potentielle
des mycotoxines (Nguyen, 2007). D’une fagon globale, on peut dire relativement que la
méthode d’ ensemencement direct des grains ¢’ est une méthode complémentaire, lorsqu’ elle
représente la flore fongique superficielle des grains et permet d’ obtenir un résultat sur la
contamination, Si Nous N’ avons pas une propagation par la méthode de dilution.

En outre, la dominance d Aspergillus section Flavi (par la méthodegde di

de 90,2% et par la méthode des grains avec un taux de 54,1%) par r

tres répandue dans les climats chauds et occupe des nicl
et al., 2002). Cette espece vit dans le sol al’ état saproph

pourrissement des grains (Horn et Dorner,
production d’ aflatoxine de type B Seuler%x

en(e de

canentaiestpas lié a un parametre particulier.

0 @ cée par une large variété de facteurs
%‘ S) et abiotiques (températures, humidité,
a‘Okain

stocké est lui-méme considéré comme un

échantilfons de riz a montré que la température de conservation de ces grains est située entre
20 et 27°C, avec un taux d humidité de 12,4 a 12,5%, ces deux paramétres probablement
favorisent la multiplication des champignons de stockage. Selon Pfohl-Leszkowicz (1999), les
moisissures appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium sont généralement capables se
développer a 25°C ; elles peuvent donc se développer dans les aliments pauvres en eau
comme les céréales au cours de stockage, et selon Benmansour-Brixi (2005), les moisissures
de stockage sont capables de croitre sur des substrats contenant 10 a 18% d'humidité, avec un

optimum de croissance compris entre 11 et 13%. Ainsi la conservation de riz dans des sacs
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perméable pourrait probablement étre un facteur de contamination, puisque ces derniers sont
en contact direct avec I’humidité de I’aire. En autre, les fréquences de la distribution des
champignons selon les années de stockage montrent que la duré de conservation de nos
échantillons de riz probablement n’est pas un facteur principale de la contamination, ou peut

étre le nombre des échantillons analysés n’ est pas représentatif.

Le résultat concernant le pourcentage d’isolats aflatoxinogenes doit prendre en compte le
seuil limite de détection. Car ce pourcentage a été déterminé SUé|a T a mise en

évidence de la fluorescence sur CAM et CCM. Ce pourcentage peut étre

les isolats sont analysés par HPLC avec un seuil de détectio ai. (2010)

ont montré que le pourcentage d’isol ats aflatoxinogénes calculé YAt par HPLC

est de 30 et 72%, respectivement.

Dans cette étude, nos résultats relatifs a la roduc%&oxim vélent la présence

d aflatoxine de type B1 et B2 uniquement. Ce% morresiue ler r de ces deux
s %type cr.\\)

o pa'asitic

échantillons de riz analyse. Selon Nlamoura26.Q) Aids parasiticus est rencontrée

plutot dans les arachides, mais .@ Q) Q SOCOI s08%) les autres denrées. Elle est plus
limitée géographiqu f|‘c...J al., 2004).
@j}i Wi @

types est |I' Aspergillus flavus. L’ absence d’ par la méthode de

A. nomius dans tout les

La contamination par

s

développement de I’ AFB1.

A I'inverse des autres mycotoxines I'OTA est présente en plus grande quantité lors de la
saison seche comparé a la saison humide (Nguyen, 2007), celui-ci explique les résultats
relatifs alaproduction d OTA de nos échantillons. En effet une faible fréquence est enregistré
dans le riz stocké depuis 2012 et 2013, tandis gqu’ une absence totale d’ ochratoxine est marqué
dans les stockes de 2010 et 2011. Selon Riba (2008), les principales espéces impliquées dans
la production d'OTA dans le blé algérien sont surtout Aspergillus ochraceus, A. alliaceus, A.
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carbonarius, et a un degré moindre A. niger, A. terreus, A. fumigatus, A. versicolor et
Penicillium verrucosum. Ceci s explique sans doute par le fait que les agents responsables de
la formation dOTA sont différents. Dans les régions chaudes les producteurs d’OTA
appartiennent au genre Aspergillus alors que dans le Nord de I’ Europe il s agit plutot du genre
Penicillium (Nguyen, 2007). En outre, dans notre travail la seule productrice d OTA dans le
riz stocké est I’ Aspergillus section Terrie qui est isolée dans les échantillons de 2012 et 2013.
La production d’ OTA par A. terreus a été rapportée par Ueno et al. (1991),\Riba (2008) et
Azzoune (2010). <

Il faut souligner que la capacité de production in vitro par aines\so 2 {iaduit pas

obligatoirement les mémes capacités in vivo. En effet, il peut y ICIa% capables de
produire la mycotoxine dans les conditions naturelies. mais sts Ales conditions de

laboratoire et inversement (Mantle, 2002; M edl naet al.,

En résumé, la contamination d’échantillons |g| nare € au niveau de
CCLS de Blida) par I'AFB et 'OTA est s ab@dans X réalisés sur le riz
commercialisé aux cing provinces de ed s ar Nguyen (2007). Nos
ontami

port al’OTA. Ladistinction
entre la fréquence de produgti B A _HanS-e riz et les différents produits

céréaliers est sous ‘ 5 blothues et abiotiques composant
«|"écosysteme » du ‘grain. M jeReraament admis que plus le taux initial de la
contaminati

toxiques son
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les mycotoxines sont des produits du métabolisme secondaire de moisissures pouvant se

dével opper sur la plante au champ ou en cours de stockage et douées de potentialités toxiques

al’égard de I’'homme et des animaux. Plus de 300 métabolites secondaires ont été identifiés

fongique et |es especes aflatoxinogénes et ochratoxino : a genre Aspergillus

qui contamine le riz stocké au niveau de la oop erati céréal es légumes sec
(CCLS) de Blida. ®

%ar les b & hodes utilisées pour

oY tr <§a majorité des échantillons

Penicillium. Ceci affirme le

pr % La méthode de dilution démontre
% ,5%) suivi par le genre Penicillium
dé@ d’ Aspergillus sections Flavi avec un taux

moindre en Asperglllus section Terrel (2%) et

La mise en évidence du pouvoir producteur d aflatoxines (AFs) par détection de la
fluorescence sur milieux de culture a base d’ extrait de noix de coco, a permis de montrer que
cette technique, qui présente I’ avantage d’ étre simple et moins colteuse, est aussi performante
que la détection par CCM. Ainsi, on peut préconiser |’ utilisation du milieu al’ extrait de noix
de coco comme méthode rapide de détection des isolats producteurs d’ AFs tout en tenant
compte du seuil de détection. Cependant, la CCM et I'HPLC peuvent étre utilisées pour la
quantification et la confirmation des résultats obtenus sur milieu a base d’ extrait de noix de

COcCoO.
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Nos résultats ont montré que prés de 44,1% des isolats appartenant & Asper gillus section Flavi
produisent les aflatoxines. Les quantités de production des 6 isolats d’ Aspergillus section
Flavi testés par HPLC varient entre 5,6 et 10639,8 ppb. Les résultats relatifs a la production
d ochratoxine A par CCM ont montré que prés de 26,5% des isolats appartenant au genre

Aspergillus section Terrie (A. terreus) produisent cette mycotoxine.

A la lumiere de ces résultats, nous pouvons dire gu’ Aspergillus sectiovi et Terrie
‘&:- dans les

enes AckPant!ITons de riz
L0 evet, 10 sur 23

constituent les principales sources d aflatoxines et d ochratoxines é&p

échantillons de riz analysés.

La contamination par les isolats aflatoxinogenes et ochrat

analysés donne des fréguences différentes d'un stpcke a I'a
échantillons sont contaminés par |’ aflatoxine B. tandis 5 sur 25¢echantillons (de stocke

@onﬂibution a une

2012 et 2013 seulement) sont touchées par |’ oc

I les champignons toxinogenes et |a production des mycotoxines ;
Appiguer les techniques moléculaires dans I optique de mieux connaitre la diversité

génétique des isolats toxinogenes.

Au plan préventif, il convient démettre un certain nombre de recommandations pour réduire

les risques liés ala présence de ces mycotoxines dans |’ alimentation :

e Auniveau de champ : c'est le premier stade de contamination de riz par les champignons

toxinogénes, qui sont développés au moment de stockage ultérieur de ces grains, s les
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conditions sont favorables. Pour cela il faut réduire les seuils de contamination au champ par
les applications suivantes :
» Attaguer les insectes. les grains endommagés par les insectes facilitent I'infestation

par des champignons comme Aspergillus flavus et A. parasiticus.

» Utilisation d antifongiques: c’'est un traitement efficace pour réduire le niveau de

contamination en moisissures.

e Pendant le stockage : leriz, ¢ est une plante non cultuvé en Algérie,

notre pays et stocké dans des coopératives spéciales de la ¢

éviter I atération de ces grains par les champignons toxin il famt\@npihzjue1es bonnes

pratiques de conservation en controlant trois principaux facteurs: | Nefatare, lateneur en

eau du grain (a,), la durée du stockage. Ces facteurs encent vy, croissance de la flore

(microorganismes et insectes) présente sur le<grain. I
normes telles que:

» lateneur en eau, qui doit étreinf

onisé ecter certaines

%Lari&)

évations trop importantes en

ont la technologie des rayonnements
'o%‘ toxines éventuellement présentes dans les

» L’éimination de diversesimp

» Lecontrdlerégulier dela

approvisarinements et la sécurité alimentaire au niveau nationa et international.
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ANNEXE |
Tableau 16. Les milieux des cultures utilisés.

Milieu deculture Composition de milieu

RoseBengale...........cocooviiieiieeseep e e
Dichloran (2, 6dich|oro-4—nitroani|iné?.. A
Milieu d’isolement DRBC | Chloramphénicol..........ccceeeeniiv e,
(Dichloran RoseBengale | Agar .......cocovvveiiiiiiennnnn.
Chloramphénicol Agar) | Eaudistillée....................{00
(King et al., 1979) PH fina 5,6 £ 0,2

Milieu PDA (Pommede . A
terre, Dextrose, Agar) RO | P
(Raper et Fennell, 1965)

‘mm inutes avec 300 ml d'eau distillée
: @«- ange est filtrée &I’ aide du tissu en
S\ihal est gjusté a 7 avec une solution de
irat est additionné de 20 g d’'agar puis
| par I’eau distillée. 3g de - cyclodextrine

Milieu a base d’ extr,
noix de coco gélosé
(Coconut Agar M

....................................................... 30g

................................................... 59

.10 ml

K(Tzapek | KZHPOA ... e e e 1g

QEAITACE AQAI) | A et e e e e 159

(Pitt&t Fecking, 1997) Eaudistillée ......covvien i 1000 ml
pH final= 6,2 £ 0,2

NANOS ... 3049

Kl e 59

MQSO4, TH20 ... e 59

Milieu Czapek concentré | FE SO4, TH20 .........oviit i 0,19

(Pitt et Hocking, 1997) | ZNSO4, TH20 ........iiiiiiiiee e 0,19

CUSO4,5H20 ..o 0,059

Eau distillée ..........oo i 100 ml

N.B. Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage durant 15 min a 120°
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1. lesappareils

ANNEXE I1

Les appareils utilisés dans cette étude sont écrites dans |e tableau suivant :

Tableau 17. Les appareils utilisés.

Appareil Marque

Mixeur / m
Agitateur Yellow, line

PH-métre HANNA, instruments \y
Autoclave /

Etuve Memmert \\ KQ
Microscope optique MQOTIC, type 102 I\{\ \ /\(<\
Micro-onde KINWOOD \g@ ((\\\
Balance KERN, ABJ KQ} @b\\))

UV radiation CN-6, viIb/\ ¢ Q\}\’)

Centrifugeuse

Micro-seringue

2. Les solvants
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ANNEXE 111
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(AFB=t G} (310} (51 (413) @1y @

Plague 5
Figure 23. Résultats de la chromatographie sur couche mince des isolats aflatoxinogénes de

section Flawi.
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ANNEXE IV

Résultats de I'évauation du pouvoir producteur d’AFs et d'OTA chez toutes les souches

testées.

Tableau 18. Résultats de I’ évaluation du pouvoir producteur d’ AFs chez tous lesisolats

Aspergillus section Flavi.

| solat Détection | Confirmation | solats Détectigg su@ b%‘nation
sur CAM par CCM CAM CM
AR1 (1-10) - - AR; 11 + 4+
ARz (1-10) - - ARs 211 + \Y ++
AR3 (1.10) - - ARs (211 ++
AR2 2-10) - - AR7 (212 ++
AR32-10) - ++
AR (2-10) - +++
ARg (2.10) - ++
AR10 (2-10) - +++
AR11 (2-10) - .
AR (310 + .
ARz (3.10) + .
AR5 (3.10) - .
AR7 (3.10) - .
AR (410) - .
AR2 410 +++
AR34-10) R -
AR 313 + ++
AR3 (313 * ++
- AR4 313 + ++
- AR5 (3.13) * ++
* ARz (413) - -
AR4 (4-13) - -
ARG (5-10) - - ARs (4-13) + +++
AR7 (510 - - AR (5.13) + +
ARg (5.10) - - AR4 (513 * +++
AR1 @111 + ++ AR 613 + ++
AR1 11 ++ ++ AR4 (613 * *
AR .11 * + ARs (6-13) + +
AR3 (2.12) ++ +++

+++ : fluorescence trés intense; ++ : fluorescence intense; + : fluorescence faible ; + :
fluorescence trésfaible; - : absence.
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Tableau 19. Résultats de I’ évaluation du pouvoir producteur d OTA chez tous lesisolats

Aspergillus section Fumigati, Nigri et Terrei.

v".‘ - i
+: fluoresc fé\bﬂ% @;n ble - : absence.
ad
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| solat Section Confirmation | solat Section Confirmation
par CCM par CCM
AR, (2-10) Fumi gati - AR; (5-12) Terrie -
AR5 (2-10) Ni gl'l - AR, (5-12) Terrie -
AR7 (2-10) Fumi gati - AR3 (5-12) Terrie +
ARz (3-10) Ni gl'l - AR; (6-12) Terrie -
ARg (4-10) Nigri - ARs (1-13) ﬁ [ 6 -
AR, (1-12) Ni gl’l - ARg (1-13) -
ARz (1-12) Nigri - -
AR4 (1-12) Terrie + -
ARs (1-12) Nigl’i - -
ARg (3-12) Terrie - -
AR7 (3-12) Fumi gati - -
AR, (4-12) Nigl’i - -
AR3 (4-12) Terrie + -
AR4 (4-12) Terrie + +
AR5 (4-12) Terrie + +
ARG (4-12) Terrie -
ARg (4-12) Terrie m -




