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Résumer

L'objectif de ce travail est ’isolement et identification d’Aspergilus section Flavi
aflatoxinogenes dans quelques échantillons d’amandes commercialisés en Algérie. Un total de
12 échantillons d’amandes de 4 variétés (amandes décortiquées locales, amandes non
décortiquées locales, amandes décortiquées importées des Etats- Unis, et amandes blanchies
importées des Etats- Unis) a été collecté au niveau des marchés les plus fréquentés de 3
régions d’Algérie (Blida, Médéa, Tipaza). La démarche générale qui a été adoptée consiste
I’é¢tude statistique sur la consommation d’amandes importées, et locales par la population
algérienne.

Les résultats d'analyse fongique ont montré que le taux de contamination d’amandes locales
est plus élevé (715,5.104cfu/g) (86%) que celui de la variété importée (116,8.10* cfu/g)
(14%). Le taux de contamination le plus élevé (396.104cfu/g) (47,6%) a été enregistré chez la
variété d’amandes décortiquées locales. La méthode des grains désinfectés savere plus
intéressante et permet de détecter le pourcentage de contamination interne (profonds). Les
taux de contamination profonde ne dépassent pas 2% dans tous les échantillons analysés. Les
principaux genres fongiques dominants isolés sont Aspergillus et Penicillium. lls ont été
retrouvés dans toutes les variétés analysées avec des taux de (52,7 %) (47,3%) respectivement
de la flore totale identifiée. Les principales especes isolées appartiennent aux sections Flavi,
et Nigri du genre Aspergillus, ces deux derniéres étant les plus dominantes avec 56,1%, et
43,4%, respectivement du total d’Aspergillus. La production d’AFs des isolats d’Aspergillus
section Flavi aflatoxinogénes pour 61 isolats a été réalisé sur milieu CAM. La production est
ensuite confirmée par CCM. Les résultats obtenus sur milieu CAM et CCM ont révélé un taux
de 11,5% et 39,3% (24 isolats) respectivement. L’ensemble des résultats relatifs a 1’étude des
caractéres morphologiques et chimiotypiques des isolats d’Aspergillus section Flavi
aflatoxinogenes indique que cette section est dominée par 1’espéce A. flavus typique (91.7%),
un isolat (4,2%) d’A. parasiticus a été isolé, et la présence d’un isolat (4,2%) d’A.flavus

atypique, s’il produit de CPA.

Mots clés : aflatoxines, amandes locales et importées, Aspergillus section Flavi, Algérie.



Abstract

The objective of this research is the isolation and identification the aflatoxinogenic
Aspergillus section Flavi basing on some samples of almonds commercialized in Algeria. A
total of 12 samples of 4 varieties of almonds (local shelled almonds, local unshelled almonds,
shelled almonds and blanched almonds both imported from the United States) were drawn
from popular markets in three regions of Algeria (Blida, Medea, Tipaza). The general
approach that has been adopted is the statistical study of imported and local almonds
consumption by Algerians .The obtained results of fungal analysis showed that the
contamination rate of local almonds variety is higher (715,5.104cfu/g) (86%) than the
imported one (116,8.104cfu/g) (14%). The highest rate of contamination (396.104cfu/g)
(47.6%) was recorded in the local shelled almonds variety. The method disinfected grains is
more interesting and can detect the percentage of internal contamination (deep). Internal
contamination rates do not exceed 2% in all analyzed samples. The most fungal genera
isolated were Aspergillus and Penicillium. They were found in all analyzed varieties with a
frequency and abundance of (52.7%) and (47.3%) respectively of the total flora identified.
The main isolated species which belong to Flavi sections, and Nigri sections of the
Aspergillus genus, were the most dominant ones with 56.1% and 43.4% respectively of the
total of Aspergillus. The screening of 61 isolates of the Aspergillus section Flavi was
determined on Coconut Agar Medium (CAM). The production was then confirmed by thin
layer chromatography (TLC). The results obtained from CAM and TLC showed a rate of
11.5% and 39.3% (24 isolates) respectively. The study of morphological features and
chemotype of the aflatoxinogenic Aspergillus section Flavi populations isolates indicates that
this section is dominated by the species A. flavus typical (91.7%), one isolate (4.2%) A.
parasiticus was isolated, and the presence of an isolate (4.2%) of A. flavus atypical, if it
produces the CPA.

Key words: aflatoxins, local almonds, imported almonds, Aspergillus section Flavi, Algeria.
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Introduction

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par des moisissures
appartenant principalement aux genres Aspergillus, Penicillium, et Fusarium (AFSSA, 2006).
La contamination inévitable des produits alimentaires par les mycotoxines constitue une cause
importante de maladies d’origine alimentaire et un probléeme actuellement évoqué qui porte
sincerement sur la qualité et la sécurité sanitaire des aliments (O.M.S. 2002). De plus, la
bonne stabilit¢ thermique des mycotoxines fait d’elles généralement les plus résistantes que
les moisissures qui les ont synthétisées. Leur résistance ainsi & un stockage prolongé qu’aux
températures mises en ceuvre pendant la préparation des aliments indique que les moyens de
détoxication ne sont pas encore tres efficaces (Tantaoui-Elaraki et al., 1983).

Le probleme des mycotoxines a pris une importance considérable dans les années 60
lorsque la découverte des aflatoxines a révélé que certaines moisissures sont capables de
synthétiser des substances toxiques responsables de pathologies chez ’homme. Les AFs sont
importants considérablement sur le plan sanitaire et agro économique en raison de leurs effets
hautement toxiques et de leur fréquence élevée. En effet, ces substances présentent des
propriétés cancérigénes, mutagenes, hépatotoxiques, tératogénes et immunotoxiques. Parmi
toutes les mycotoxines, l'aflatoxine B1 produit par Aspergillus flavus et Aspergillus
parasiticus est la forme la plus toxique pour les mammiferes (Tabuc, 2007). Les espéces
impliquées dans la production d’AFs appartiennent essentiellement & Aspergillus section
Flavi. D'aprés Steyn (1998), les aflatoxines sont sécrétées par des souches d'Aspergillus
flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius.

L’Algérie est un pays surplombant la Méditerranée, caractérisé par un climat chaud et
humide favorisant la croissance des moisissures et la production des mycotoxines dans les
zones cotieres abritant environ 70% de la population totale. Les amandes s’altérent
rapidement s’clles sont stockées dans des conditions défavorables au niveau des marchés
populaires. Plusieurs phénomeénes en sont les causes (insectes, microorganismes, oxydation,
etc.). Parmi les microorganismes, les moisissures représentent le groupe le plus diversifié qui
peut causer des pertes importantes en réduisant la qualité et/ou la quantité des amandes
stockées (Terrain et Graallet 2003). La problématique repose sur une supposition si les
conditions particulieres laissent supposer que les amandes peuvent présenter un risque de
contamination par les mycotoxines.

La population algérienne consomme de grandes quantités des amandes seches

directement ou sous forme d’ingrédients dans des préparations traditionnelles. Ainsi que



I’huile d’amande extraite est depuis 1’ Antiquité trés utilisée pour ses propriétés cosmétiques,
mais peu d’informations sur leur qualité sont disponibles.

L’objectif de ce travail est donc d’analyser la flore fongique contaminant les différentes
variétés des amandes commercialisées en Algérie, d’isolement et caractérisation
morphologique des isolats d’Aspergillus section Flavi, et de leur déterminer le pouvoir
producteur d’aflatoxines
Ce travail de mémoire est présenté comme suit :

Dans les 3 premiers chapitres intitulé « revue bibliographique », nous donnons 1’état
actuel des connaissances sur les mycotoxines et en particulier les AFs et les espéces
productrices qui font I’objet de notre étude. Le chapitre I, est consacrée aux généralités sur les
moisissures et les mycotoxines. Dans le chapitre Il , I’accent est met sur les champignons
producteurs d’AFs du point de vue systématique. Enfin dans la derniere chapitre III des
détails sur les AFs sont également données.

Le chapitre IV est consacré au matériel et méthodes utilisés dans cette étude. La
démarche globale consiste a isoler et dénombrer les moisissures contaminants les amandes.
La caractérisation chimio-morphologique des isolats d’Aspergillus section Flavi isolées, et
leur capacité de production in vitro des aflatoxines par une analyse chromatographique sont
ensuite déterminées.

Dans le chapitre V nous présentons les principaux résultats obtenus et leur discussion.

L’¢étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.



Chapitre | Généralité sur les moisissures



I. Généralités sur les moisissures et les mycotoxines

I.1. Les moisissures

Les moisissures sont des champignons microscopiques, filamenteux, et ubiquitaires (Pitt
et al.,2000). Ils peuvent devenir visibles lorsque leur développement est important. Ce sont
des espéces saprophytes tirant leurs apports nutritionnels des matiéres organiques (Leyral., et
Vierling., 2007). Ils sont caractérisés par la nature chimique de leur paroi cellulaire riche en
chitine, la reproduction par spores sexuées ou asexuées, la présence de glycogéne, comme
source de réserve, et 1’absence de la chlorophylle.

Le regne des champignons renfermerait 65000 a 100 000 especes deférentes et les
moisissures constituent 20 000 espéces. La plupart des moisissures sont des saprophytes, mais
certaines peuvent étre photogénes pour les végétaux et les animaux (Riba, 2008). Ces
microorganismes eucaryotes appartiennent en majorité a trois classes : zygomycetes,
ascomyceétes, basidiomycetes et deutéromycétes (Berthier, et Valla, 2001).

Ces microorganismes microscopiques sont tres utiles a I'homme et présentent des
intéréts considérables dans les différents domaines (agriculture, biotechnologie,
environnement, santé, etc.). Ainsi, dans les milieux naturels les moisissures contribuent, avec
d'autres microorganismes, a la biodégradation et au recyclage des matieres organiques.
Certains de ces microorganismes sont utilisés dans les processus biotechnologiques pour la
synthese de divers produits (enzymes, acides etc.) (Perry et al., 2004), Parmi les enzymes
produites on peut citer les protéases et les pectinases produites par Aspergillus niger, les
acides organiques comme 1’acide citrique et 1’acide gluconique synthétisés par des especes
d'Aspergillus et Penicillium. D’autres sont utilisés dans 1’industrie agroalimentaire,
I’amélioration des qualités organoleptiques de certains produits alimentaires comme
Penicillium roqueforti, et P. camembertiipour 1’affinage des fromages. Enfin, dans le domaine
pharmaceutique, les moisissures sont utilisées surtout pour la production d’antibiotiques
comme production de peénicilline par Penicillium chrysogenum, et de céphalosporine par
Cephalosporiumacremonium) (Carlile, et Watkinson, 1997 ; Kiffer et Morelet, 1997 ;
Perry etal., 2004). Environ 22% des antibiotiques identifiés et 40% des enzymes produites
industriellement sont élaborées par les champignons filamenteux (Berdy, 1995; Strohl,
1997).

Outre que les moisissures sont bénéfiques, elles constituent un agent de détérioration
trés important. Leurs développement indésirable sur les aliments peut entrainer de nombreux

problémes tel que la modification de 1’aspect des produits alimentaires, altération de qualités



organoleptiques (odeur et flaveur), 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). Sur le plan sanitaire les moisissures jouent une cause
pour différentes affections de la peau (mycose) et des problémes d’allergie. En plus, certaines
espéces presentent un risque sanitaire beaucoup plus grave puisqu’elles sont capables de

produire des mycotoxines dont les effets sur la santé sont nombreux et de gravités avérées.

1.2. Mycotoxines
1.2.1. Définition

Le terme mycotoxine vient du grec "mycos" qui signifie champignons et du latin
"toxicum" qui signifie poison. Il désigne des metabolites secondaires de faible poids
moléculaires toxiques, sécrétés par des moisissures appartenant principalement aux genres
Aspergillus, Penicillium et Fusarium, naturellement présentes dans I'air ambiant, le sol et sur
les cultures (Yiannikouris et Jouany, 2002). Les mycotoxines sont synthétisées pendant la
phase diophase apres les stades de multiplication et de croissance. Elles ne jouent pas de role
évident dans I'économie du microorganisme. Les mycotoxines sont considérées comme
faisant partie des contaminants alimentaires les plus significatifs en termes d’impact sur la
santé publique, la sécurité alimentaire et I’économie de nombreux pays (Steyn, 1995; Pitt, et
al.,2000). Parmi la centaine de mycotoxines identifi¢es a 1’heure actuelle, trentaine sont
veritablement importantes pour la santé humaine et animale a cause de leur fréquence ou de
leur toxicité (Bennett et Klich, 2003). Les principales mycotoxines et les moisissures

retrouvées en alimentation humaine et/ou animale sont résumées dans le tableaul



Tableau 1. Principales mycotoxines et les moisissures productrices retrouvées en

alimentation humaine et/ou animale (Bennet et Klich., 2003).

Mycotoxine Moisissure Denrées

Aflatoxines B1, B2, | Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. | Arachides, céréales,

Gl et G2. nomius, A. bombycis, A. pseudotamarii | graines de coton,

et A. ochraceoroseus. épices et fruits.
Ochratoxines A, B, | Aspergillus ochraceuset Penicillium Légumes, céréales et
C viridicatum. graines de cafe.
Zéaralénone Fusariumgraminearumet F. Mais, blé, orge, etc.

Sporotrichoides

Fumonisines. Fusariummoniliforme. Mais et autres
céréales.
Trichothécénes Fusariumspp. Mais et blé.
(Toxine T-2)
Alcaloide de | Claviceps purpureaet C. paspali. Ble et dérivés et seigle.
I’ergot.
Patuline. Aspergillus spp. et Penicillium spp Fruits (pommes, prunes,

péches, poires, abricots).

1.2.2. Nature chimique des mycotoxines

Les mycotoxines possédent des structures chimiques leur conférant une bonne stabilité
et de ce fait, les procédés alimentaires usuels (cuisson, lyophilisation, congélation et
irradiation) ne peuvent pas les déetruire totalement (Park et al., 2002). Certaines dérivent des
acides aminés (alcaloides de 1’ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique, salframine,
gliotoxine, roquefortine, sporidesmine, Fumitrémorgines), d’autres des polycétoacides
(aflatoxines, ochratoxine A, patuline, citrinine, acide pénicillique, stérigmatocystine,
zéaralénone) et d’autres sont des dérivés terpéniques (diacétoxyscirpénol, fusarénone,
désoxynivalénol, roridines, toxine T-2, verrucarine). Les propriétés chimiques et biologiques
des mycotoxines et leurs effets toxiques sont variables. De point de vue toxicité seules
quelques mycotoxines attirent l'attention des chercheurs. Ce sont les AFs, les ochratoxines
(OTA), la fumonisine B1(FB1), la zéaralénone (ZEA), et lestrichothécénes (déoxynivalénol
(DON), toxines T-2, et HT2). (Turner, 1971 ; Turner et Albridge, 1983 ; Steyn, 1980).



1.3. Les moisissures et mycotoxines dans la chaine alimentaire

Les mycotoxines sont produites sur une large variété de denrées alimentaires avant,
pendant et aprés récolte. Elles affectent de nombreux produits agricoles, dont les céréales, les
fruits secs, les noix, les grains de café, raisin et les graines oléagineuses (tableaul)(D’Mello
et McDonald, 1997; Scudamore et Livesey, 1998), qui sont des substrats trés sensibles a la
contamination par les moisissures et a la production de mycotoxines. La production des
mycotoxines peut survenir au champ, pré et post-récolte, lors du transport, pendant le
stockage ou au cours de transformation. lorsque le temps de la consommation des aliments est
durable et le voyage a longue distance nécessitent de plus en plus de stockage (Chapeland-
Leclerc etal., 2005) d’ou le développement des moisissures a la surface et dans les produits
destinés a I'alimentation.

L’entrée des mycotoxines dans la chaine alimentaire de ’homme s’effectue soit par
des denrées consommées directement (arachides, pistaches, amandes...) soit indirectement
par des produits dérivés (par ex. farine de céréales) a partir desquels sont élaborés des
aliments finis (par ex. produits issus de la panification, de la biscuiterie, céréales pour petit-
déjeuner). Comme s’elles sont peu métabolisées par les organismes vivants, les mycotoxines
pourront également se transmettre par des produits d’origine animale (lait, produits laitiers,
abats, charcuterie etc.) si I’animal a consommé une nourriture elle-méme contaminée par des
mycotoxines.

Les mycotoxines sont peu volatiles. Elles se retrouvent dans le myceélium et les spores
(D’Mello et McDonald, 1997) et peuvent diffuser dans le substratum et contaminer les
produits agricoles. Les mycotoxines sont aussi adsorbées dans les poussiéres et sont
transportées sous forme d’aérosols en agrégats liés a des particules minérales ou organiques.
En milieux agricole, industriel et méme en milieu intérieur, I’inhalation de spores et de
fragments fongiques peut entrainer ou aggraver des réactions immunologiques et allergiques,
avoir des effets toxiques ou causer des infections (Miller, 1992; Jarvis et Miller, 2005), leurs
transport est favorisé par une ambiance chaude et humide (Leyral., et Vierling., 2007).Le
contact cutané direct avec des spores constitue une autre voie de contamination.

Il faut souligner que I’absence de la moisissure dans la denrée ne signifie pas
forcément 1’absence de la mycotoxine. En effet, celle-ci peut aussi étre présente alors que
I'agent responsable a disparu, soit du fait de I’évolution de la mycoflore, soit du fait de
traitements technologique conduisant a la disparition de la moisissure toxinogene (Mitchell et
al., 2004). Inversement, la présence de champignons producteurs de mycotoxines sur une

denrée alimentaire ne signifie pas toujours qu’une mycotoxine est produite et une denrée peut



contenir une mycotoxine alors que le champignon n’est plus présent. Toutefois, il n’existe pas
de relation directe entre espéce fongique et mycotoxine. En effet, une molécule peut-étre
produite par plusieurs especes fongiques et, au sein d’une espece toxinogene, toutes les
souches n’ont pas forcément la capacité a produire la (les) mycotoxine(s) (Castegnaro et

Pfohl-Leszkovicz, 2002).

I.4. Toxinogenese

La contamination des produits par les mycotoxines se réalise lorsqu’un ensemble de
conditions environnementales au champ, ainsi que des procédés mal maitrisés de récolte, de
stockage, et de transformation sont réunies. Le type et la quantité de mycotoxine dépendent
des espéces fongiques qui les produisent (Lacey, 1986). Elles different dans leur caractére

morphologique, génétique et dans leurs places écologiques (Cast, 2003).

1.4.1. Champignons toxinogenes

Les champignons toxinogenes peuvent étre classés en deux groupes principaux
(Christensen, 1974):
e Les champignons de champs qui contaminent les produits agricoles avant ou pendant la
récolte, principalement Fusarium et Alternariamais aussi des Aspergillus dans le cas des
raisins.
e Les champignons de stockage (par exemple les Penicillium et Aspergillus) qui tendent a

contaminer les denrées alimentaires pendant leur stockage.

1.4.2. Facteurs influencant la toxinogénése
La sécrétion de métabolites toxiques par les moisissures dans les aliments dépend de
plusieurs facteurs qui peuvent étre intrinséques (liés a la souche fongique), extrinseques

(conditions de I’environnement).

1.4.2. 1. Facteurs intrinséques

Le potentiel génétique est un facteur important. Au sein du méme genre, on peut
distinguer des especes connues pour étre toxinogeénes et d'autres non. Au sein d’une méme
espece toxinogene, la capacité de production n’est pas présente chez toutes les souches. Par
exemple, toutes les souches d’Aspergillus parasiticus produisent les aflatoxines par contre
chez Aspergillus flavusla production est variable selon les souches. Par ailleurs un

champignon peut produire plusieurs mycotoxines a la fois. Par exemple la production d’AFs



et de CPA par A. flavus. En plus, une méme mycotoxine peut étre produite par des especes

différentes voire méme par deux genres différents (ex. 1’ochratoxine A produite par

Aspergillus et Penicillium) (Mitchell et al.,2004).

1.4.2. 2. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux affectant la production de mycotoxine sont d'origine
physique, chimique ou biologique (Mitchell et al.,2004). Cependant, ces facteurs agissent
rarement d'une facon indépendante (Lacey, 1986), en effet leurs interactions sont
habituellement plus importantes que ’effet d’un facteur simple. Le tableau 2 présente
quelques facteurs environnementaux qui peuvent influencer la production de mycotoxine a

différentes étapes de la production (Hesseltine, 1976).



Tableau 2.Principaux facteurs influencant la production des mycotoxines a différents étapes

de la chaine alimentaire

Facteurs Auchamp | Alarécolte  Pendant le
stockage
Physiques
-Humidité + + +
- Rapidité de séchage - + +
-Ré humidification - + +
-Humidité relative + + +
-Température + + +
-Damage mécanique + + +
-mélanges de grains - + +
- temps +
Chimiques
- Composition gazeuse - - +
- Traitements agricoles - - +
-Nature de substrat + - +
-Nutrition minérale + - +
-Traitement chimique - - +
Biologiques
-Stress de plante + - +
-Vecteurs invertébrés + - +
-Infection fongique + - +
-Différences entres les variétés des plantes + - +
-Différences entres les souches fongiques + - +
-charge en spores + + +
-systeme microbiologique + - +

+ : Présence, - : Absence
1.4.2. 2. 1. Facteurs physiques
Les facteurs physiques essentiels influencant la production des mycotoxines sont :
e Latempérature
La température optimale pour I'élaboration de mycotoxines est généralement proche de
la température optimale de croissance. La plupart des champignons sont mésophiles avec des

optima de croissance variant entre 25 °C et 35 °C (El khoury, 2007). D'autre part, certaines



especes de champignons sont psychrophiles ou psychrotolérants, et sont capables de se
développer a des températures relativement basses comme les espéces du genre Penicillium
dont l'intervalle de température varie de 4°C a 31°C avec un optimum vers 12°C (El khoury,
2007). Les aflatoxines peuvent étre synthétisées entre 12-42°C avec un optimum entre 24-
28°C (Reisset al., 1998).Aspergillus flavuset A. niger peuvent se développer entre 8 et 45 °C
(Pitt et Hocking, 1997). A 5°C, Aspergillus ne peut produire ni les aflatoxines, ni I’OTA,
alors que Penicillium et Fusarium sont capables de produire les mycotoxines (Northolt et
Bullerman, 1982; Weidenb6rner1998).

e Activité en eau (aw)

La teneur en eau libre dans un substrat appelée activité de I'eau (ay,) est un parametre
dont l'influence est déterminante sur le développement des moisissures et sur la production de
mycotoxines. La plupart des moisissures préferent un (aw) compris entre 0.85 et 0.99 pour
leur développement. L'a, optimale nécessaire a la toxinogenése est généralement supérieure a
celle qui est nécessaire pour la croissance fongique et la germination des spores. Par exemple,
la formation des aflatoxines par A. flavus nécessite une valeur d’aw comprise entre 0,83 et
0,87 mais la croissance du micro-organisme producteur peut avoir lieu a des valeurs d’aw
plus basses. Penicillium verrucosum peut se développer a partir d'une a,, de 0,85 ; par contre
la production d'OTA n'est possible que lorsque a,, est > 0.85 (Cairns — Fuller et al., 2005).
Certaines moisissures xérophiles (Aspergillus flavus ouA.xérophilus) peuvent se développer
dans les fruits secs, le lait en poudre, les confitures, charcuterie séches a des a,, allant de 0.65—
0.75. Certains facteurs, tels que la pression osmotique, le substrat et la température, en
réduisant I'humidité relative, peuvent conditionner I'a,, dans le milieu. Quelle que soit la
nature de I'aliment, aucun micro-organisme ne peut se développer lorsque I'a,, est inférieure a
0,6, donc les produits alimentaires ayant une a,< 0,6 ne sont généralement pas altérés (El
khoury, 2007).En effet, les champignons de champs exigent typiquement d'une haute teneur
en humidité dans le substrat (22-25 %) par rapport aux champignons de stockage (13-18 %)
(Samson et al., 2005).

e Influence du pH

Comme pour la température et I’aw, la gamme de pH permettant la toxinogeneése est
plus retreinte que celle permettant la croissance fongique. La plupart des moisissures se
développent sur une gamme de pH de 2,5 & 9,9 avec un optimum de 4,5 a 6,5 et la production

des mycotoxines a lieu aux voisinages des pH optimum de croissance (Weidenbdrner, 1998).



La plupart des moisissures se développent sur une gamme de pH de 5,5 a 9 avec une a,, entre
0,85 a 0,98, a une température optimale comprise entre 20°C et 30°C (Reboux, 2006).
1.4.2. 2. 2. Facteurs chimique

Les facteurs chimiques essentiels qui influencent la production des mycotoxines sont :

e Nature de substrat

La toxinogenése dépend beaucoup plus étroitement que de la denrée sur laquelle les
moisissures se développent. En effet, les céréales, et les oléagineux, plus riches en glucides, et
en lipides sont généralement plus favorables a la production de mycotoxines que les substrats
a forte teneur en protéines (Le Bars, 1998). Ainsi, la biogénese des AFs, de I'OTA, de la
stérigmatocystine, et de l'acide peénicillique, est favorisée. Tout d'abord par la présence de
glucides dans le substrat, puis de lipides et enfin la présence de protides qui ont une moindre
influence (Lacey, 1989). La production d'AFs par Aspergillus flavus est favorisée par certains
sucres : le glucose, le mannose, le fructose et le saccharose. En outre, A. parasiticus ne
produit pas d'AFs dans un milieu peptoné riche en sel (Barrios, Gonzalez, et Tomasini,
1996). Ainsi, lI'acide phytique diminue la synthése d'AFs par A. parasiticus et A.flavus alors
que la proline et l'acide glutamique stimulent la synthese d'ochratoxine A par A. ochraceus
(Pfohl — Leszkowicz, 2001). Ainsi les progrés de la chémotaxonomie ont permis de
démontrer que pour une méme espéce les profils des substances produites sont différents si on
préleve le champignon sur le substrat naturel ou a partir d’'une culture en boite de Pétri.
L’exemple le plus parlant concerne Penicillium roquefortiil est incapable de produire une
toxine sur le fromage de Roquefort, alors qu’in vitro il est en mesure de secréter un métabolite
tres toxique (Chapeland et al.,2005 ; Reboux, 2006).

e Composition gazeuse

Généralement la production des mycotoxines est plus sensible a la variation de la
composition de l'air qu’ & la croissance fongique. Ainsi, une concentration en oxygeéne
inférieure a 1% et des concentrations élevées de CO, empéchent I'élaboration de mycotoxines
(Cairns—Fuller, et al., 2005; Keller, et al., 1997). Une teneur de 40% en CO2 et 1% en O2
réduit de 65% la croissance d’A. flavuset une inhibition totale de la production d’aflatoxine
B1.Ainsi, la production d’aflatoxine B1 dans l'arachide est modérément réduite pour des taux
d'O, entre 5 et 21%, par contre elle est inhibée lorsque la proportion en O, est inférieure a 1%.
L'augmentation de la teneur en CO, (20%) et une réduction en O,, provoque une chute
importante de la production d'AFs. De méme, la production de la patuline et dacide
pénicillique est réduite & de basses concentrations d'oxygene sans affecter la croissance du

champignon producteur.



e Traitements agricoles
Plusieurs facteurs additionnels peuvent influencer la production des mycotoxines dans
le champ. Il peut s'agir des pratiques agricoles comme le labourage et la rotation de récolte
(Lipps et Deep, 1991), I’emploi des fongicides (Moss t Frank, 1985), et les différences
géographiques (Langseth et al., 1995).En outre la culture biologique peut poser un risque

pour la production accrue de mycotoxine comme cela a été proposé par Edwards (2003).

1.4.2. 2. 3. Facteurs biologiques

Les insectes et les acariens sont des vecteurs de spores de moisissures introduits a
I'intérieur méme du grain par des lésions gu'ils créent. La contamination d'arachide, de coton
et de mais par A. flavus et/ou par les AFs avant la récolte est souvent liée a l'attaque par les
insectes. Durant le stockage, les échantillons de grains hébergeant des charangons révelent en
général une population fongique importante et parfois des mycotoxines (I'AFB1, I'OTA, la
CIT dans le mais ou l'orge) (EI khoury, 2007).

Les échantillons envahis par une seule espece présentent généralement une
imprégnation toxique bien plus importante que les échantillons ayant une mycoflore
complexe. Par contre, la présence de plusieurs especes fongiques sur la méme denrée a
généralement un effet dépressif sur la production de toxine. Cela s'explique d'une part par la
compétition de substrat et dautre part, par le fait que certaines souches peuvent dégrader la
toxine. Ainsi, la quantité d'aflatoxine B1 produite est réduite quand une souche d'A. flavusest
introduite dans une culture en méme temps qu'une souche d'A. parasiticus (Pfohl —
Leszkowicz, 2001). La culture simultanée d'A. parasiticus et d'A. flavus ne modifie pas la
production d'AFs par ce dernier, alors que la présence des espéces de Penicillium diminuent la
production de cette mycotoxine (Mislivec etal., 1988). Dans le méme esprit, la production
d'AFs par A. flavusest inhibée par la présence d'A. niger (Horn et Wicklow,
1983).Bouraimaet al. (1993) ont rapporté une compétition entre A. flavuset A. ochraceus. La
présence de ces deux champignons conduits essentiellement vers la production de
I’aflatoxine, les ochratoxines sont trés peu produites ou totalement absentes. Ce phénomeéne
peut s’expliquer par le fait que dans la biogénése des aflatoxines, A. flavusutilise la
phénylalanine du support sur lequel il se développe. Lorsqu’il est plus abondant, il
détournerait a son profit toute la phénylalanine ; I’OTA, un analogue de la phénylalanine ne

pourrait alors étre produit.



1.5. Impacts Sanitaire Et Economique :

La contamination des aliments par des mycotoxines peut provoquer un certain nombre
de maladies. Il peut y avoir un effet spécifique toxique sur un organe bien déterminé,
cependant la plupart provoquent des Iésions graves d’un seul tissu ou de plusieurs tissus. Les
organes et tissus cibles sont trés divers : fois, reins, peau, systeme immunitaire, systeme
nerveux, glandes endocrines, etc. D'autres effets tels les gastro-entérites, les hémorragies et
les paralysies peuvent également apparaitre. Le tableau3 :
représente certains organes cibles des mycotoxines (Dragacci et al., 2005).

Selon leurs effets toxiques, les mycotoxines sont généralement classées en trois
groupes :

e Les mycotoxines mutagenes ;

e Les mycotoxines cancérogenes ;

e Les mycotoxines tératogénes

Dautres effets tels les gastro-entérites, les hémorragies et les paralysies peuvent également
apparaitre.Le tableau3 :

Tableau3.Organes cibles des mycotoxines (Dragacci et al.,2005).

Mycotoxines Foie reins Systeme Glande peau Systeme
nerveux | endocrines immunitaire

Aflatoxines + + + + - -
Ochratoxines + + + - - +
Trichothecénes - - + - + +
Trémorgens - + - - -
Acide cyclo- + + + - - -

piazonique

zéaralénone - + - + - -

+ : Présence, - : Absence

L’impact financier des mycotoxines concerne non seulement les risques pour la santé
de ’homme et les animaux domestiques, mais aussi la dégradation de la qualité des produits
agricoles commercialisés tant pour le marché intérieur que pour I’exportation. En général les
pertes économiques importantes des mycotoxines peuvent étre résumées comme suit :

e La perte de la qualité marchande des produits agricoles ;




e Ladiminution des niveaux des exportations en particulier des produits endommageés ;

e La perte de la valeur nutritionnelle des aliments ce qui augmente la fréquence d’apparition
des maladies nutritionnelles ;

e La perte de fertilité chez les animaux de la ferme ce qui entraine une diminution de la
productivité animale ;

e La nécessité d’investissement en matiére de contréle alimentaire (laboratoire, équipement,
formation du personnel qualifié etc.) ;

e La nécessité de prise en charge des personnes atteintes de maladies chroniques
probablement dues aux effets toxiques des mycotoxines, ce qui implique de lourds
investissements financiers dans le domaine médical pour répondre a ce besoin. (Zinedine,
2009)

1.6. Réglementation des mycotoxines:

Plusieurs pays ont établi ou proposé des limites réglementaires concernant les
mycotoxines dans les aliments. Depuis 1974, certains pays de I’UE ont arrété des taux limites
d’aflatoxines. En mars 1999, en collaboration avec I’OMS, La FAO a parrainé la 3éme
conférence mondiale sur les mycotoxines. La conférence a été organisee pour sensibiliser les
décideurs aux risques sanitaires et aux effets économiques potentiels de la contamination des
denrées alimentaires et des produits d’alimentation animale, et de promouvoir I’harmonisation
des réglementations et les procédures de contrdle et pour recommander des stratégies
permettant d’évaluer, de prévenir et de lutter contre la contamination par les mycotoxines. Les
pays de I’Union européenne ont €dit¢ un réglement CE 98 pour limiter la présence des
mycotoxines dans I’alimentation humaine. Ce réglement a été révisé plusieurs fois et chaque
année la commission européenne publie ces réglementations d’une maniére réguliére, le
dernier portant le N° CE1881/2006 date du 19 décembre 2006.le tableau 4 représente les
teneurs maximales en mycotoxines exprimées en pg/kg autorités par les pays de 1’Union

Européenne.



Tableau4d.Teneurs maximales en mycotoxines exprimées en pg/kg autorités par les pays de

I’Union Européenne (Réglement 1881/2006/CE).

Mycotoxine Limites maximales Matrice alimentaire
européennes(pg/kg
AFB1 2 Céréales et dérivés
AFT* 4 Céréales et dérivés
AFM1 0,05 Lait et dérives
0.025 Lait pour nourrissons
AFB1 5 Epices
AFT* 10 Epices
2 Vins et boissons
5 Céréales
OTA 3 Dériveés de céréales
10 Raisins secs
10 Café soluble instantané
0.5 Dérivés de céréales pour nourrissons
100 Céréales
ZEA 200 Mais brut
50 Pain
20 Dériveés de céréales pour nourrissons
2000 Mais brut
Fumonisines 1000 Farine de mais
200 Dérivés de mais pour nourrissons

AFT* : lasomme des 4 AFs (B1+B2+G1+G2).



Chapitre II Les champignons producteurs d’aflatoxines



I1. Les champignons producteurs d’aflatoxines

11.1. Classification des champignons

Les "Mycota" correspondent au regne fongique actuel au sens strict ayant une
reproduction sexuée et produisant des spores non (ou uni) flagellées. D’aprés Hawksworth et
al.,In « Dictionary of Fungi (1995) », la régne des champignons est divisée en quatre
division« phylum »: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, et Basidiomycota.

» Les Chytridiomycota produisent des spores mobiles uniflagellées.

> Les Zygomycota ont des spores non flagellées, et a thalle siphonné (Trichomycétes et
Zygomycetes). lls sont caractérisés par leur aptitude a fusionner leur mycélium pour
former une gamétangie qui donnera des zygospores (Figure 1A).

> Les Ascomycota produisent des spores non flagellées sexuées, a thalle septé et formant
en général 8 ascospores a l'intérieur dans des sacs appelés asques (8 ascospores de
chaque asque). (Figure 1B).

» Les Basidiomycota produisent des spores non flagellées sexuées, a thalle septé et
donnant en général 4 basidiospores a l'extérieur des sacs appelés basides (4
basidiospores de chaque baside). (Figure 1C).

La germination des ascospores ou des basidiospores donne des filaments cloisonnés.
IIs ont également un mode de reproduction asexuée, qui implique la production de
conidiospores.

Les Deuteromycota ou deutéromycetes "Champignons imparfaits” se reproduisent
uniquement par voie végétative ne sont plus reconnus en tant que division autonome.

On place ces formes asexuées dans les divisions auxquelles appartiennent leurs phases
sexuées (soit Ascomycota, ou Basidiomycota). Si la forme sexuée de ces divisions est
inconnue, deux cas de figure se présentent :

. soit les données biochimiques ou moléculaires permettent d'attribuer ces

champignons imparfaits & I'un ou l'autre de ces groupes ;

. soit on les conserve provisoirement dans un ensemble artificiel (sans valeur

hiérarchique dans la systématique) dénommeé "ensemble des champignons mitotiques".
11.2. Identification des moisissures

L’identification des espéces fongiques susceptibles de coloniser les aliments est basée
sur la comparaison des critéres d’ordre morphologique (Caractéres macroscopiques, et
microscopiques), chimiotaxonomie, et ecologique, aprés leur culture sur différents milieux

appropriés (Guarro et al., 1999). L’identification moléculaire est souvent utilisée.
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Figure 01. (A): Les zygomyceétes, (B): Les ascomycetes, (C): les basidiomycétes (Azzoune
2009)



11.2.1. Caractéres morphologiques

L’observation de I’aspect de la colonie (couleur, texture), des septations, de la forme et
du branchement des hyphes, des structures, de sporulation, et des spores sont une partie des
caracteres observés pour identifier correctement le champignon. Chaque espece de
champignon est caractérisee non seulement par sa couleur, son apparence et son mode de
reproduction, mais aussi par ses exigences spécifiques d’ordre physiologique (ex. température
de croissance) et écologique (substrat, conditions d’environnement). (Riba, 2008)
Cependant, ces critéres ne suffisent pas a eux seuls pour identifier d’une maniére précise
certaines espéces de champignons toxinogénes. 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 caractéres morphologiques mais aussi les caractéres

chimiques (profil des métabolites), et moléculaires.

11.2.2. Caractéres chimiques

La détermination du contenu en métabolites secondaires notamment les types de
mycotoxines produites font partie des critéres étudiés pour 1’identification des champignons
toxinogénes (Samson et al., 2006; Frisvad et Samson, 2004; Varga et al., 2007). Dans les
derniers travaux realisés par Pildain et al. (2008) et publiés dans International Journal of
Systematic and EvolutionaryMicrobiology, 12 métabolites ont été étudiés pour distinguer
entre les différentes espéces du genre Aspergillus section Flavi. Ces métabolites sont: I’acide
Kojique; AFB1; AFGL1; CPA,; acide aspergillique; asperfurane; parasiticolides; chrysogine;

aflavarines; paspalinine et paspaline; aflatrems et aflavinines et nominine.

11.2.3. Caractéres moléculaires

Certaines espéces appartenant au méme genre fongique ne peuvent étre différenciées
que par les outils moléculaires. Ainsi, depuis quelques années des méthodes d’identification
basées sur des techniques de biologie moléculaire ont fait leurs preuves et se sont imposées
par leur performance reposant sur 1’¢tude des acides nucléiques (ADN et ARN) et ne
nécessitent pas obligatoirement un examen morphologique (Peterson, 2006 ; Hinrikson et
al., 2005). Les méthodes moléculaires les plus intéressantes sont basées sur 1’amplification
par PCR (polymerase chain reaction) de certaines régions spécifiqgues comme le gene codant
pour la région ITS La région ITS est formée de I’'ITS1, de I’ADNTr 5,8 et de ’ITS2. Elle est
encadrée par les ARNr 18S et 28S (Strachan et al., 1999)



11.3. Le Genre Aspergillus
11.3.1. Définition

Les Aspergillus spp. sont répandus dans la nature et ont une repartition géographique
tres large, mais ils sont plus souvent associés aux régions a climats chaudes (Castegnaro et
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. Ils
contribuent a la biodégradation et le recyclage des matieres organiques (Scheidegger et
Payne, 2003). De nombreuses espéces d'Aspergillus sont présentes dans l'environnement
humain, notamment dans la poussiére et l'air (Morin, 1994). Aspergillus colonise les
végétaux déja abimés par des blessures, des pigdres d'insectes ou des attaques d'autres
champignons, mais ils sont aussi présents sur les surfaces des graines, dans les mauvaises
conditions de stockage. Plusieurs espéces de ce genre sont capables de produire des
mycotoxines (Scheidegger et Payne, 2003).

Les mycotoxines produites par ce genre fongique, seules les aflatoxines (AFs), les
ochratoxines (OTA) et la patuline. Ces mycotoxines ont été identifiées la premiére fois chez
A. flavus, A. ochraceus et A. clavatus, respectivement (Smith et Moss, 1985). Actuellement
ces toxines peuvent aussi étre produites par plusieurs autres especes des genres Aspergillus et
Penicillium. Seule une partie de ces champignons mycotoxinogenes peut présenter un risque,
car les autres n’en produisent que de trés faibles quantités de toxines ou bien elles sont

rarement rencontrées dans I’alimentation (Pitt, 2000).

I1.3.2. Les caracteres morphologiques d’identification du genre Aspergillus

Les ouvrages intitulés «The genusAspergillus » de Raper et Fennell (1965) et « Fungi
and Food Spoilage » de Pitt et Hocking (1997), constituent une référence pour 1’étude des
caractéeres morphologiques des Aspergillus. Ces champignons ont une forme caractéristique et
des couleurs vives qui les rendent parfois aisément identifiables. L’identification
morphologique des especes appartenant au genre Aspergillus est basée sur 1’observation des
caracteres macroscopiques et microscopiques.
11.3.2.1. Description macroscopique d’Aspergillus

Selon Raper et Fennell (1965), I’identification du genre Aspergillus est basée sur les
critéres suivants :
a)- 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. Les Aspergillus présentent une



croissance rapide sur les milieux de culture classiques (gélose au malt, Sabouraud)
additionnés d’antibiotiques. Apreés 48 heures d’incubation, on observe des colonies plates,
formées de courts filaments aériens, blancs ; apres 96 heures d’incubation, les colonies vont
prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune ou noire selon les especes. La majorité
des Aspergillus poussent a 22-30°C ; les espéces thermotolérant (A.fumigatus) se développent
a 37-40°C est parfois jusqu’a 57°C (Badillet et al., 1987 ; Morin, 1994). La couleur de
colonies permet une orientation rapide dans I’identification d’especes : 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

b)- La texture de la colonie qui peut étre floconneuse, veloutée, etc. Les Aspergillus forment
des colonies souvent poudreuses ou granuleuses.

C)- Le revers de la colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec 1’age
(Chermette, et Bussieras, 1993). Il peut parfois étre caractérisé une espece.

d)- La production des sclérotes : certaines especes 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). Les sclérotes ont de forme, de taille, et de couleur caractérisée.

e)- D’autres caractéres d’ordre physiologique comme la vitesse de croissance.

11.3.2.2. Description microscopique d’Aspergillus

Les Aspergillussont caractérises par un appareil végetatif (thalle) formé de filaments
mycéliens hyalins de diamétre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs
prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se terminent par
une vésicule de forme variable sur laquelle sont disposées les cellules conidiogénes ou
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
stérigmates (Figure 2) (Raper et Fennell, 1965). Les conidies, seches, disposées en chaines
divergentes ou associées en colonnes compactes, sont toujours unicellulaires, globuleuses,
sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, hyalines ou pigmentées en jaune, vert,
brun ou noir. L’ensemble vesicule + métules + phialides + conidies constitue la téte

aspergillaire caractéristique du genre Aspergillus.
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Figure 2. Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus(Azzoune 2009)

I1.3.3. Systématique des especes d’Aspergillus

Aspergillus est un genre appartenant au phylum Ascomycota, Ordre des Eurotiales,
famille des Trichocomaceae. Ce genre comprend des espéces asexuées et sexuées. Les formes
sexuées (téléomorphes) sont classees parmi les ascomycétes et les espéces asexuées
(anamorphes), parmi les deutéromycétes. L’étude des caractéres physiologiques et
biochimiques, ainsi que 1’analyse des séquences d’ADN, ont permis de classer ces especes
asexuées parmi les formes sexuées correspondantes (Alexopoulos et al., 1996).

La classification du genre Aspergillus est actuellement organisée en sous genres et en
groupes. Ces groupes ont été appelés «Sections» par Gams et al. (1985). Complétant les
descriptions morphologiques (essentielles), 1’analyse phylogénique des séquences de I’ADNTr,
entreprise par Peterson et al. (2000), a conduit a une classification aboutissant a un total de 18
sections (Aspergillus, Restricti, Cervini, Terrei, Flavipedes, Nigri, Circumdati, Flavi, Cremei,
Candidi, Wentii, Fumigati, Clavati, Nidulantes, Versicolores, Usti, Sparsi, Ornatiet
« Warcupiellagroup ». Cette classification est la plus admise par la plupart des mycologues.
Une analyse phylogénique des sections incluant les espéces productrices de mycotoxines
(Circumdati, Flavi, Nigri, Fumigatiet Clavati) a été effectuée par comparaison des séquences
nucleotidiques du géne codant pour la protéine B-tubuline et pour 1’ ADNT.

Les résultats ont montré que des espéces phylogéniquement éloignées peuvent
produire les mémes mycotoxines (Varga et al. 2003, Samson et al.,2006). En effet, dans les
conditions de laboratoire, les AFs, I’OTA et la patuline sont produites par des espéces

appartenant a des sections différentes. Sur la base de ces observations, il est permis de penser



que le pouvoir producteur de mycotoxines serait perdu ou acquis plusieurs fois au cours de
I’évolution.
11.3.4. Aspergillus section Flavi :

Les membres d’Aspergillus section Flavi occupent des niches écologiques tres
diverses. Les espéces de cette section peuvent étre presentes dans la nature soit comme des
saprophytes dans le sol ou comme des parasites des plantes, des insectes et des animaux
(Horn et Dorner,1998). Les espéces de cette section sont capables de se développer a des
températures comprises entre 10 et 48°C avec une température optimale de 30 °C (Domsch et
al.,1980). Ils sont donc plus présents dans les régions tempérées chaudes comme les régions
tropicales et subtropicales. Ces champignons peuvent se développer dans un milieu présentant
une activité de 1’eau (aw) située entre 0,78 et 0,80 avec un pH allant de 2,1 a 11,2 (Ayerst,
1969 ; Olutiola, 1976).

La section Flavi s’avére trés importante en vue la diversité des denrées alimentaires
qu’elle peut contaminer. Les AFs produites par les Aspergillus de la section Flavi sont
généralement trouvées dans des nourritures en provenance de régions chaudes et humides;
elles ont été détectées dans les céréales, les produits a base de noix comestibles et de leurs
dérivés (arachides, noix du Brésil, pistaches, amandes, noix, noix de pécan, noisettes), les
graines d'oléagineux (coton, copra) et les produits qui en sont dérivés, les fruits secs, les
figues et dans le lait.

11.3.5. Les espéces de la section Flavi et leurs mycotoxines

Le groupe d’Aspergillus section Flavi renferme des especes avec des tétes conidiennes
de couleur jaune-vert a brun dont certaines produisent des sclérotes bruns foncés ou parfois
jaunes ont décrit dans le groupe d’Aspergillus flavusneuf espéces et deux variétés. D’apres
Samson et al. (2006), il y’a 18 espeéces appartenants a la section Flavi. Ces especes
développent des couleurs allant du jaune-vert a brun. Seules trois especes,
Petromycesalliaceus, P.albertensis et A. lanosus, ont une morphologie semblable au groupe
d’A.ochraceusavec des conidies jaunes a ocres. Ces trois (03) especes ont été classées
auparavant dans la section Circumdatimais les données de la biologie moléculaire ont permis
leur reclassement dans la section Flavi.

La taxonomie des especes de la section Flavi est compliquée de part la grande
similarité qui existe entre elles et en vue I’instabilité des différents caractéres morphologiques
qui caractérisent chacune d’elle. Donc, morphologiquement, il est trés difficile de distinguer

entre les différentes especes appartenant a la section Flavi, ¢’est pourquoi la taxonomie de ce



genre est actuellement basée sur une approche polyphasique (Frisvad, et al.,2004). et sur les
caractéeres moléculaires (séquencage de la région ITS1-ITS2, et B- tubilines). Ainsi, la
caractérisation de certaines espeéces nécessite 1’étude des conditions de croissance, et du profil
métabolique cité plus haut, Dans les derniers travaux réalisés par Pildain et al. (2008), 12
métabolites ont été étudiés pour distinguer entre les différentes especes du genre Aspergillus
section Flavi. Ces métabolites sont: AFB1, AFG1, CPA, acide aspergillique, asperfurane,
parasiticolides, chrysogine, aflavarines, paspalinine, aflatrems, nominine et I’acide Kojique
(Tableau 05).



Tableau 05.Production d’AFs B et G, de CPA et d’autres métabolites par les espéces
d’Aspergillus section Flavi (D’aprés Pildain et al., 2008).

Especes A B C D E F G H I J K L
A.arachidicola + + - + - + + - - - - +

A toxicarins + + - - - - + - + - _ +

A. bombycis + + - +/- - - - - _ - - +

A. flavus +/- - +/- + - - - - +/- - - +

A. pseudotamarii + - +/- - - - - - - - - +
A. minisclerotigenes + + + + - + - + + + _ +
A.parvisclerotigenuis + + + + - - - + + + - +
A. parasiticis + + - + - + - - +/- - - +

A. nomius + + - + - - - - - - + +
A.tamarii - - +/- - - - - - - - - +
A.avenaceus - - - - - - - - - - - -
A.leporis - - - - - - - - - - - +
A.caelatus - - +/- - - - - - - - - +

A: aflatoxine B1; B: aflatoxine G1; C: acide cyclopiazonique; D: acide aspergillique; E:
asperfurane; F: parasiticolides; G: chrysogine; H: aflavarines; I: paspalinine; J: aflatremes;

K: nominine. L: acide Kojique ; + : Présence ; - : Absence ; +/- : Présence ou Absence .

L’analyse des séquences ITS des isolats a montré qu’Aspergillus section Flavi forme 3
clades (A. alliaceus, A.flavus,et A. tamarii) qui peuvent étre distingués par la couleur des
colonies et leur composition en ubiquinones (Rigo et al.,2002; Samson et al., 2006). On peut
distinguer morphologiquement deux catégories d’isolats d’A. flavus. La premiere catégorie
produit des grands sclérotes, de type « L » (Large) de diamétre supérieur a 400 um. La
seconde catégorie produit de nombreux petits sclérotes, de type « S » (Small), de diameétre
inférieur a 400 um (Cotty, 1989). Selon Geiser et al. (1998, 2000), et Vaamonde et al.
(2003), A flavus est divisé en deux groupes non distincts morphologiquement.



Le groupe | comprend les types « L » et « S » producteur d’aflatoxine B et le groupe 11
comprend uniquement le type « S » capable de produire les AFs B et G. Ces auteurs ont
suggéré que les isolats de type « S » (groupe II) méritent d’€tre considérés comme une
nouvelle espéce (Geiser et al.,2000). D’apreés Hua Sui-Sheng (2002), tous les isolats de type
« S » sont aflatoxinogénes, alors que le type « L » comprend des producteurs et des non
producteurs.

Le CPA est composé dérivé des acides aminés produite par certaines souches d’A.
flavusetpar Penicillium spp. Dont il a été isolé pour la premiére fois. Le CPA est un indole
acide tetramique (Figure 4) et est toxique pour ’homme et I’animal. Les AFs et le CPA
peuvent étre retrouvés dans les mémes produits alimentaires.

La production de AFs est extrémement variable (Horn et Dorner, 2002). Certaines
isolats de type « S » peuvent produire en plus du CPA les 4 AFs (B1, B2, G1 et G2) (Geiser
et al., 2000); Cordwell et Cotty, 2002). Par contre, A. parasiticuset A. nomius produisent les
quatre types d’AFs (B1, B2, G1 et G2) mais pas le CPA (Dorner et al.,1984; Varga et al.,
2003).

Dans cette section, A. flavus et A. parasiticus retiennent le plus d’attention car elles
sont non seulement pathogénes pour certaines plantes (arachides, mais et coton), mais elles
produisent les aflatoxines (Smith et Moss 1985). De plus, ce sont les espéces les plus
fréquentes. Les especes non productrices d’aflatoxines telles que A. oryzae, A. sojae et A.

tamarii sont utilisees dans les processus de fermentation (Geiser et al., 1998).

11.3.5. 1. Aspergillus flavus

Etant donné sa dominance et son importance dans la production d’aflatoxines, nous
décrivons ci-aprés les caractéres d’A. flavus. Cette espece 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 observe. Les
tétes aspergillaires ont une vésicule hémisphérique (25 a 60um de diamétre). Ces tétes sont
uni ou bisériées, selon leur degré de maturation radiées, de couleur vert jaune a vert olive. La
vésicule est sphérique entierement recouverte ou au trois quart, donnant des phialides
verdatres, de dimonsions (6-10 um x 4-5.5um) a disposition radiaire ou en colonne. Les
conidies gris pale sont subsphériques a ¢éllipsoidales, échinulées et mesurent 3 a 4.5um de
diametre. Les conidiophores sont longs (jusqu’a Imm de longueur) et les plus 4gés sont

rugueux. Morphologiquement, on peut distinguer deux catégories d’isolats. La premicre



catégorie produit les sclérotes, de type « L » et la seconde catégorie produit les sclérotes de
type « S ».

11.3.5. 2. Aspergillus parasiticus

Cette espece se caractérise par un thalle vert jaune sombre, floconneux et des colonies
granuleuses et denses sur Malt Agar (MA), au revers incolore a beige clair. Le conidiophore
de taille de 250-500um de couleur marron pale a paroi échinulée. Les tétes aspergillaires sont
majoritairement unisériées caractérisées par des veésicules sphériques de 30-35 um de
diametre recouverte au trois quart, donnant des phialides verdatres de 7-11um portant des

conidies sphériques de 4-6pum de diamétre a disposition radiaire ce qui la difféere parfois

d’A.flavus caractérisée par des conidies plus petites. Les mycotoxines produites par cette
espéece sont les AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2 (Pitt et Hocking, 1997).

Figure 03.Photo des especes : (a) ,Aspergillus parsiticus, et (b) A. flavus sur les milieux
standards d’identification au 7éme jour, milieu CYA : Czapek yeast extract agar, 37°C ;
milieu G25N : 25% glycerol nitrate agar, 25°C ; milieu MEA : Malt extract agar, 25°C ; (M)
aspect microscopique d’Aspergillu flavus (Gr.x40) (Chetatha, 2013)



Chapitre 111 Les aflatoxines



I11. Les aflatoxines
I11.1. Origine

En 1960, aux environs de Londres, des élevages de dindonneaux sont atteints d'une
grave intoxication, appelée autrefois « maladie X des dindons », provoquée par l'ingestion de
tourteaux d'arachide en provenance du Brésil (Bradburn et al., 1994). Pour la premiére fois,
la relation a été établie entre une intoxication et la présence d'une moisissure produite par
Aspergillus flavus colonisant les graines d’arachide. Ce fut le début d’une série de recherches
qui aboutit en 1965 a I’isolement et a la caractérisation de la structure des AFs(Asao et al.,
1963 et 1965). Cing ans plus tard, la molécule d’OTA a été découverte en Afrique du Sud.
Plus de 400 mycotoxines sont actuellement identifiées a I'échelle internationale, elles sont
produites par quelques 200 variétés de champignons toxiques. (Zinedine, 2009)

A 1’état actuel, on connait, du point de vue structure, au moins 16 AFs(Cole et Cox,
1981) dont les principales sont: AFB1l, AFB2, AFG1l, AFG2 AFM1, et AFM2. Les
aflatoxines Mlet M2, dérivés respectifs des aflatoxines B1 et B2, apparaissent dans le lait et
ses derives. Ces aflatoxines ont tenu leur appellation du fait de leur détection dans le lait «
Milk » des vaches laitiéres nourries par une alimentation contaminée (Jaquet, et al.,1982).
Certaines souches de moisissures sont capables de synthétiser les aflatoxines M directement
dans une alimentation moisie (Bullerman, 1978). Il a été démontré que l'aflatoxine M1 peut

contaminer le lait maternel humain (El-nezami et al., 1995; Galvano et al., 1996).

I11.2. Structures et propriétés physico-chimiques

La structure des AFs B1 et G1 ont été déterminés par Asao et al.,(1963 ; 1965). Les
AFs sont des composés organiques de nature non protéique. Elles sont caractérisées au niveau
moléculaire par des structures de coumarines bifuraniques auxquelles sont accolées des
pentanones (Aflatoxine B) ou des lactoeshexatomiques (Aflatoxine G). Toutes les AFs se
rattachent a I'un de ces deux types de structure et ne différent entre elles que par la position de
divers radicaux sur les noyaux. (ElI khoury, 2007) Les AFs B2 et le G2 sont des dérivés

dihydroxylés du méme compose.(Figure 4)
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Figured .Structures chimiques des aflatoxines B1, B2, G1, G2, M1 et M2 (Duttonetal.,
1985).

Les AFs sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330 g/mol), leur
stabilité est trés variee : dans l'eau elles sont généralement peu solubles (10-20 mg /L)
présentant une instabilité totale dans les solvants non polaires (Cole et Cox, 1981). Par contre
elles sont trés solubles dans les solvants organiques de polarité moyenne (CHCI;, CH30OH,
DMSO) (Cole et Cox, 1981).

Les aflatoxines sont des cristaux incolores ou jaune pale-fluorescents de fagcon tres
intense sous la lumiére ultra-violette. La fluorescence intense des AFs, une fois exposées a
des longueurs d'ondes (y =365 nm) de la lumiére ultra-violette (U.V.), a pour avantage de
détecter ces composés a des niveaux extrémement bas (de l'ordre du nanogramme).
L'aflatoxine de type B (AFB=AF Bleue>) donne une fluorescence bleue, 1'aflatoxine de type
G (AFG=AF«green>), donne une fluorescence verte et l'aflatoxine M1 donne une
fluorescence bleue-violette, cette fluorescence fournit la base pour pratiguement toutes les
méthodes physico-chimiques de leur détection et leur quantification.

Les AFs se trouvent instables sous la lumiére ultraviolette en présence d’oxygene avec
des pH extrémes (pH<3 ou pH>10). Par oxydation le cycle lactone des AFs devient sensible a
une hydrolyse alcaline, mais en cas de neutralisation, il peut se reformer. (Cole et Cox, 1981).

Les AFs sont aussi dégradés par 1’ammoniaque (NH4sOH) et I’hypochlorite de sodium



(NaOCI). Lors de cette derniére réaction, il se forme le 2,3-dichloro-aflatoxine B1 qui est
directement génotoxique(Cole et Cox, 1981). Les propriétés physico-chimiques des

principales AFs sont récapitulées dans le tableau®6.

Tableau6. Propriétés physico-chimiques des principales aflatoxines .

Absorption maximale a la lumiere UV
Aflatoxine | Formule | Masse Point de | dans le méthanol
brute molaire | fusion Coefficient d’extinction molaire
a265nm a360-362 nm
B1
312,3 268-269 12 400 21800
C17H1,06
B2 Ci7H1406 | 314,3 286—289 12 100 24000
G1 Ci;;H1,0; | 328,3 244— 246 9 600 17700
G2 Ci7H1,0; | 330,3 237-240 8200 17100
M1 Ci7H1,0; | 328,3 299 14 150 21250
M2 Ci17H140; 330 293 12 100 (264 nm) 22900(375nm )
Aflatoxicol Cy7H1406 314 230-234 10800 (261 nm) 14100 (325 nm)

111.3. Contamination en AFs des denrées alimentaires
Les aflatoxines sont associées principalement a des denrées alimentaires d’origines
subtropicale et tropicale. Elles contaminent surtout les arachides, les pistaches, les amandes,
mais aussi les graines de coton et de tournesol, ainsi que certaines céréales (mais, blé, sorgho)
et leurs produits dérivés. Les aflatoxines peuvent également étre retrouvées dans les épices
(piment rouge, poivre), les fruits secs et le tabac (Vargas et al., 2001).
I11.4. Les facteurs influencant la teneur en AFs dans les denrées alimentaires
Le taux et le degré de contamination dépendent étroitement de la température, de
I’humidité, dusol, et des conditions de stockage. Ainsi, le stockage des aliments dans les
conditions humides ou chaudes peut augmenter la synthese d'AFs. Par exemple, les conditions
les plus favorables pour le développement d’A. flavuset la production d’AFs sont :
e une activité en eau (aw> 0,83) ;
e une température comprise entre 25 et 40 °C. ;
e laprésence d’oxygene ;
e le développement du champignon sur des plantes stressées ;

e la présence d’insectes et de graines abimees ;



e le stockage en milieu chaud et humide. (Zinedine, 2009).
111.5. Profil toxicologique des aflatoxines
L'AFB1 est la plus toxique suivie, par ordre décroissant de toxicité, par 'AFM1,
I'AFG1, I'AFB2 et 'AFG2. La toxicité des AFs G1, B2 et G2 sont respectivement 50, 80 et 90
% moindre que celle de I'AFB1 (Cole et Cox, 1981 ; Terao et Ueno, 1978).L'aflatoxine
provoque des toxicités aigués au niveau de cellules divulguées comme suit :
> hépatotoxiques : Chez I’homme, les risques liés a la consommation d’AFs ont été
bien étudiée et I’Agence Internationale de Recherches sur Le Cancer (AIRC) a classé
I’AFB1comme agent cancérigéne du foie (WWogan, 2000).
» Tératogenes : les aflatoxines sont tératogénes a une dose de 4mg/kg de poids
corporel. Durant la gestation, elle conduit a une forte proportion de malformations,
voire a des avortements.(Arora et al., 1981).
> Immunotoxicité : les études ont démontré que des doses relativement importantes en
aflatoxine (0,3 - 6 mg / kg de poids corporel), provoquent une dépression de la
réponse immunitaire. L'AFB1 supprime l'activité du complément C4 et diminue la
production des interleukines. Elle provoque aussi une hypoplasie du thymus (Pier et
al., 1980). Une exposition a de faibles doses chroniques d'AFB1 augmente la
sensibilité de I'individu aux infections (Jakab et al.,1994).
» Geénotoxicité et Mutagénicité : L’adduction des aflatoxines au niveau cellulaire se
fait, soit a I’ADN d’origine animale ou humaine, soit a des oligonucléotides. Le site
privilégié d’adduction est la guanine (Kumagai et al.,1995). D’autres études
effectuées sur le rat ont montré également que I’aflatoxine se lie a I’albumine
plasmatique (Wild et al.,1986).
I11.6. Réglementation des aflatoxines

En Algérie, I’arrété correspondant au 11 octobre 2006 rendant obligatoire la méthode
de dosage de I’aflatoxine B1 et la somme des aflatoxines B1, B2, G1 et G2 dans les céréales,
les fruits a coque et les produits dérivés(Journal officiel N°06/2007 du 11 octobre 2006). En
fixent les LMR (limite maximale de résidus) dans les produits d’alimentation humaine et de
10ug/Kg pour I’aflatoxine B1 et de 20 pug/Kg pour la somme des aflatoxines B1, B2, G1 et G2
(Reglementations relatives aux mycotoxines dans les produits d'alimentation humaine et
animale, a I’échelle mondiale en 2003, étude FAO alimentation et nutrition 81). Et d’apres le
directeur central des laboratoires au niveau de la DGCERF/Ministére du commerce Algérie,
3éme

de la conférence du congres maghrébin sur les toxi infections alimentaires (TIA3 avril

2013) a I'université de Constantine, a parler des risques liées aux mycotoxines vis-a-vis des



produits alimentaire a large consommations et d’origine de I’importation c’est pour cela qu’ils
ont fixées les teneurs maximales de I’aflatoxine B1 de 20 pg/Kg dans les arachides et les
amandes car ils sont la base de fabrication de beaucoup de gateaux traditionnelles et de
confiseries utilisés par les familles algérienne aux différents occasions des cérémonies et fétes
religieuse. Les limites maximales tolérées d'aflatoxines dans les produits d'alimentations

humaine et animale en Algérie (FAO, 2004) sont données dans le tableau?.

Tableau 7. Limites réglementaires algériennes des AFs dans les produits d'alimentations
humaine et animale (données de 2003), (F.A.O, 2004)%.

_ Somme des Limite Meéthode Meéthode
Produits .
Mycotoxines (ng/kg) d’échantillonnage d’analyse

Produits d'alimentation humaine

Arachides, fruits a | Aflatoxine B1 10
Lz Officielle
coqgue, ceréales -
AFs B1, B2, G1 et Nonofficielle 7 p
20 1
G2
Produits d'alimentation animale
Aliments pour bétail Officielle
Aflatoxine B1 20 Non officielle
(DZ,)°

®Les données ont été fournies par le Ministére du commerce algérien.
PAOAC (1990). 986.22. Aflatoxins in peanuts and peanuts products — CB method Food and
Drug Laboratories— Canada — Best food method.°DZ, NF-VF (1980). Animal feed —

aflatoxins measurement B1, June 1980:18-200




Chapitre IV Matériel et méthodes



1V.1. Matériel

Le matériel utilisé au cours de cette étude est divisé en trois (03) catégories :

1VV.1.1 Les échantillons d’amandes

Les denrées alimentaires ayant fait 1’objet d’analyse fongique et aflatoxinogéne sont :
les amandes décortiquées importées, décortiquées locales, et non décortiquées locales
commercialiseés en Algérie. Les variétés d’amandes commerscialisées dans le marché local
sont :

» Amandes décortiquées (sans la coque) importées d’Etats-Unis (amandes de
Californie) ;

» Amandes décortiquées (sans la coque) blanchies importées (amandes de
Californie);

» Amandes décortiquées (sans la coque) locales;

» Amandes non décortiquées (avec la coque). locales

IV.1.2.Milieux de culture
Les milieux de cultures utilisés pour les isolements et l'identification morphologique
des principaux genres et espéces fongiques ainsi que pour la production des aflatoxines sont
les suivants:
e Milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar) (Raper et Fennell, 1965) (pour la conservation des
isolats).
e Milieu DRBC (Dichloran, Rose Bengal, Chloramphénicol) (King et al.. 1979) (pour
les isolements).
e Milieu CYA (Czapek, Yeast, Agar) (Pitt et Hocking, 1997) (pour I’identification et
la production des sclérotes et PCA).
e Milieu CAM (Coconut Agar Medium) (Davis et al.. 1987) (pour la production d’AF).
NB: La composition de ces milieux de cultures est donnée en annexe I.
IVV.1.3. Souches de références
Les études du pouvoir producteur d’aflatoxines des isolats a nécessité 1’utilisation des
2 souches de références : Aspergillus flavus NRRL 32517 et A. parasiticus CBS 100926,
fournies par le laboratoire de recherche sur les Produits Bioactifs et la Valorisation de la
Biomasse (LPBVB) de Kouba Alger.



IV.1.4. Appareillage, produits chimiques et standards analytiques

Les appareils, les produits chimiques et les standards analytiques utilisés dans cette

étude sont donnés en annexe II.
1VV.2. Méthodes

1VV.2.1 Collections des échantillons

Au cours de cette étude, un total de 12 échantillons d’amandes décortiquées et non
décortiquées importées et locales ont été collectés au niveau des marchés de (03) régions en
Algérie (Blida, Médéa, et Tipaza). Chaque échantillon est constitué de 1Kg d’amandes
collectées. Les échantillons ont été prélevés aléatoirement durant la période allant du début de
Févriér au mois de Mars de 1’année 2016.

Avant toute analyse, il convient de prélever un échantillon représentatif du produit a
analyser. En général, sur les produits secs, granuleux et pulvérulents, la microflore est
toujours repartie de facon trés hétérogene (Dunoyer, 1989).

A ce titre, il faut noter que les résultats des examens microbiologiques n’ont de valeur
que si certaines précautions d’échantillonnage ont été respectées :

» Prises d’échantillons avec des instruments stériles (une sonde) a cet effet pour
atténuer les risques de contamination ;
Mise de I’échantillon dans des récipients ou sachets stériles ;
Respect des regles d’hygiene générale pour la personne effectuant le prélévement ;

Rapidité de I’acheminement des échantillons dans 1’attente de leurs analyses ;

YV V V VY

Conservation des échantillons dans un endroit frais et sec (8 a 15°C) mais jamais a
des températures négatives (Dunoyer, 1989) (Sutra et al 1998).
> Les échantillons doivent étre prélevés rigoureusement au hasard, en évitant les
prélevements systématiques, il faut prélever a partir de la surface, des couches
profondes, et sur les cotés du compartiment de stockage.
Chaque échantillon prélvé dont la taille de 1 kg a été acheminé immédiatement au
laboratoire dans des sachets en papier fermés, et étiquetés. Le tableau 08 représente les
différentes variétés d’échantillons, code, provenance, date de préléevement, poids, lot, et

nombre de chaque échantillon.



IV.2.2 Préparation des échantillons

L’échantillon regu par le laboratoire doit étre utilisé dans sa totalité pour
I'homogénéisation optimale. L’échantillon doit étre broyé finement, et soigneusement aussi il
doit etre mélangé pour avoir un échantillon représentatif. Les échantillons d’amandes non
décortiquées ont été décortiqués. Il convient d'éviter autant que possible la lumiere du jour au
cours de l'opération, car l'aflatoxine se décompose progressivement sous l'influence de la

lumiere ultraviolette.



Tableau 08. Liste des échantillons analysés.

les varétié Code Provenance Date de Pois Lot NE®
d’amandes prélévement
A Marché de la ville de 31/01/2016 1kg
Amandes Blida Sachet en
décortiquées
importées B Marché de la ville de 08/02/2016 1kg | plastiquedans | 3
d’Etats- Unis Médéa un
C Marché de la ville de 08/02/2016 1kg | cartonde 25
Tipaza kg
D Marché de ville de Médéa 08/02/2016 1kg
Amandes Sachet en
décortiquées
blanchies E Marché de la ville de 23/02/2016 1kg | plastiquedans | 3
importées Blida un
d’Etats-Unis
F Marché de la ville de 23/02/2016 1kg | cartonde 25
Tipaza kg
G Marché de la ville de 08/02/2016 1kg
Médéa
Amandes H Marché de la ville de 21/02/2016 1kg | Récipienten 3
locales Blida plastique de
décortiquées 10 kg
I Marché de la ville de 28/02/2016 1kg
Tipaza
J Marché de ville de Médéa 28/02/2016 1kg
Amandes non K Marché de la ville de 06/03/2016 1kg | Recipienten 3
décortiquées Blida plastique 10
locales kg
L Marché de la ville de 08/03/2016 1kg
Tipaza
Nombre total 12

d’échantillons collectés

NEa: Nombre d’échantillons collectés de chaque type




IV.3.I1solement et identification de la flore fongique

IV.3.1. Isolement et dénombrement de la flore fongique

Les isolements des moisissures dans les échantillons ont été réalisés selon la technique
des suspension-dilutions et ensemencement sur milieu gélos¢é DRBC. La composition de
milieu gélos¢ DRBC est donnée en annexe I. Ce milieu permet d’inhiber la croissance des
champignons envahissant tel que les mucors et les rizopus, et de réduire la taille de mycélium
de facon a mettre en évidence la majorité des champignons contaminants le produit analysé
(Riba, 2008). L’isolement des moisissures affectants les grains d’amandes, se fait par deux
méthodes, méthode A pour isoler la flore fongique externe et interne, et la méthode B pour
isoler la flore fongique interne.

IVV.3.2. Méthode A pour isoler la flore fongique externe et interne

Cette méthode permet d'isoler la flore fongique se trouvant a I’intérieur,
et a I’extérieur des grains. 10 g pour chaque échantillon de grains finement broyés sont mis
dans un erlenmeyer stérile de 250ml contenant 90 ml d’eau stérile additionnés de Tween 80 a
0,005% (50 ul de tween par 5ml d’eau) et homogénéisé par agitation durant 15 min. Des
dilutions décimales (10, et 10”%) sont réalisées a partir de la solution mére (10™). Un volume
de 100ul de chaque dilution est ensemencé dans une boite de Pétri contenant le milieu

DRBC. (Figure 05). (King et al., 1979). Trois boites sont ensemencées pour chaque dilution.
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Figure 05: schéma représentatif de la technique des suspension-dilutions.



IV.3.3. Méthode B pour isoler la flore fongique interne (profonde)

Parallelement a la détermination de la flore fongique externe et interne, nous avons
analysé la flore fongique interne (contamination profonde). 10 g pour chaque échantillon de
grains ont eté désinfectés superficiellement trempage dans une solution d'hypochlorite de
sodium (0,4%) pendant une minute a température ambiante, puis rincer plusieurs fois a I'eau
distillée stérile, séchés a l'aide d'une compresse stérile (Adjou, et Soumanou, 2013). la
technique des suspension-dilutions est réalisée selon les mémes étapes que précédemment.
Pour les 2 métodes A, et B, I’incubation a lieu a 28 °C pendant 5 a 7 jours a 1’obscurité. La
numération est effectuée en choisissant les boites dont le nombre de colonies est compris
entre 10 et 100 environ. Le nombre de moisissures est exprimé en colonies en formant une
unité par gramme d’échantillon (cfu/g). Les moisissures qui se sont développées sur les
différents milieux de culture ont été purifiées par repiquages répétés dans des tubes a essai
contenant le milieu PDA (Potato, Dextrose, Agar) (Raper et Fennell, 1965) dont la
composition est donnée en annexe |. Aprés incubation de 7 a 10 jours a 28 °C, les isolats sont
conservés a + 4 °C pour les analyser ultérieures. Les cultures pures de moisissures ont été

examinées macroscopiquement et microscopiguement

IVV.3.4. ldentification morphologique des isolats fongiques

La decouverte des principaux genres et especes fongiquesse tient par 1’observation des
caractéres macromorphologiques et micromorphologiques. L’étude des caractéres macro et
micromorphologiques des moisissures isolées est effectuée sur milieux gélosé (CYA) (Pitt et
Hocking, 1997).Identification macro et microscopique a été réalisée a l'aide du schéma
taxonomique en utilisant la méthode décrite par Singh et al. (1991), Filtenborg et al. (1995)
et Tabuc (2007)

IV.3.4.1 ldentification macroscopique

L’observation des colonies des champignons qui se sont développés se fait tout
d’abord a I’oeil nue puis a la loupe binoculaire dans le but de déterminer s’il s’agit d’un
Aspergillus section Flavi. Parmi les champignons en croissance, les moisissures de genre
Aspergillus section Flavi sont repérées visuellement a la surface de la gélose par leurs formes
et leurs couleurs, et leurs textures caractérisees.

La production de sclérotes par les Aspergillus section Flavi est un caractére
taxonomique important pour distinguer certaines espéces de cette section. La production de

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



2002 ; Pildain et al. 2004; Abbas et al. 2006). Elle consiste a cultiver les isolats a examiner
sur milieu gélosé (CYA) a 28 °C a I’abri de la lumiere. La production des sclérotes est suivie
périodiquement pendant 3 semaines. Le diameétre des sclérotes est mesuré en déposant ces
derniers sur un morceau de papier millimétré placé dans un couvercle d’une boite de Pétri
puis observés a 1’aide d’une loupe binoculaire. Les isolats de morphotype « L » produisent
des sclérotes de taille supérieure a 400 um, généralement entre 500 um et 800 um. Par contre
les isolats de morphotype « S » produisent des sclérotes de taille inférieure a 400um, allant de
200 a 300 pm.
1V.3.4.2 ldentification microscopique

L’observation microscopique se base sur 1’aspect des vésicules, des métula, des
phialides, le mode de groupement des conidies (spores), le mode de conidiogenese,
I’agencement des cellules conidiogenes, I’ornementation et la couleur des conidies.Cela se fait
par deux méthodes :

e Préparation microscopique

On utilise une aiguille d’inoculation pour récupérer une petite partie de la colonie
comportant les structures conidiogénes. 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. Puis déposées
sur une lame « mouillées » avec une goutte d’eau puis on pose une lamelle de couverture. On
procéde ensuite a I’examen au microscope.

e Préparation microscopique a I’aide d’un ruban adhésif transparent

Une technique astucieuse peut parfois étre utilisée. Elle consiste a effectuer le
prélévement a 1’aide d’un morceau de ruban adhésif transparent que 1’on plaque 1égérement a
la surface de la culture, puis que I’on colle sur une lame de microscope, 1’observation
microscopique se fait au grossissement x10 et x 40, Les renseignements retenus lors de
I’observation macroscopique et microscopique sont notés pour arriver a une confirmation de

leur identité ( Botton et al., 1985). Tableau 09.



Tableau 09. Aspect macroscopique et microscopique des principales especes fongiqu

Aspergillus Aspergillus Aspergillus Aspergillus flavus = Aspergillus Penicillium sp Mucor sp

fumigatus terreus ochraceus niger



Schéma

Aspect

macroscopique

Aspect

microscopique

velouté avec ou
sans touffes
blanches de
mycélium aérien
couleur Gris-

bleuatre

Conidiophores

Lisses, hyalins

Beige a Cannelle

Revers jaune a
brun sale

thalle velouté ou
parfois

floconneux

Conidiophores

Lisses, hyalins

Aspect
poudreux
Vert jaune

sombre

Conidiophores

Lisses, hyalins

Surface poudreuse
irréguliere
Couleur jaune
verdatre thalle a

revers incolore

Conidiophores
hyalins,
verrugueux et

renflés en vésicule

granuleuse
broussailleuse
couleur

foncé noiratre

Lisses, hyalins
ou brunatres
dans leur
moitié

supérieure

brun

a Aspect velouté,

blanche au début
puis de couleur
trés variable, le
plus souvent bleu
vert

Revers jaunes a

oranges

Conidiophores
ramifiés, aspect en
"pinceaux”
phialides
divergents a
I'extrémité des

ramifications

Abgencs de rhizoides

Cotonneux
Blanc gris clair puis
foncé le port des

hyphes est élevé

Revers incolore

Thalle siphonné, pas
de stolons et
rhizoides
Sporocystographores

ramifiés



1VV.3.4.3 Repiquage des souches d’Aspergillus sp et quelques Penicillium sp :
Le repiquage consiste a transférer aseptiquement la souche identifiée comme
Aspergillus section Flavi sur un milieu PDA.
Apres le repiquage, les cultures sont maintenues dans des tubes de PDA gélosé en pente,
pendant 2 a 3 semaines a une température de 28°C, les isolats sont conservés a 4°C pour

favoriser leurs viabilités et limiter les possibilités de variation.

IV.4. Etude du pouvoir producteur d’aflatoxines
Les AFs possédent une fluorescence propre qui permet de les détecter généralement
dans I’U.V. lointain (365 nm). A cette longueur d’onde, elles sont fluorescentes : couleur

bleue pour les AFB, verte pour les AFG et bleu-mauve pour 1’aflatoxine M1.

Le screening des isolats d’Aspergillus section Flavi producteurs d’AFs est réalisé¢ par
détection de la fluorescence a 365 nm sur milieu de culture a base de noix de coco CAM
(Coconut Agar Medium), selon la technique décrite par Davis et al.(1987) et Fente et al.
(2001). La production d’AFs est ensuite confirmée par chromatographie sur couche mince
(CCM) selon Calvo et al. (2004)

1VV.4.1 Détection de la fluorescence sur milieu de culture

Les souches fongiques sont ensemencées par le point central (1 souche par boite) sur
milieu gélosé a base d’extrait de noix de coco déchiqueté (CAM), favorable a la production
d’AFs (Fente et al., 2001) additionné de 0,3% de B-cyclodextrine qui permet d’améliorer
nettement ’intensité de la fluorescence. La B-cyclodextrine et ses dérives méthylés ont été
utilisés par de nombreux auteurs (Franco et al., 1998; Chiavaro et al., 2001; Criseo et al.,

2001; Fente et al., 2001 et Rojas et al., 2005) pour la détection des souches aflatoxinogenes.

Dans le milieu CAM, les aflatoxines, combinées aux matiéres grasses de la noix de
coco, donnent une fluorescence visible sous lumiéere U.V. (365 nm) surtout sur le revers de la
colonie (Davis et al., 1987). En effet, aprés 48 a 72 h d’incubation a 28°C, les isolats
producteurs d’aflatoxines B et G développent autour de la colonie une fluorescence bleue et
verte respectivement, visibles sous la lumiére U.V. (365 nm) et un revers de la colonie jaune

orange visible a la lumiere du jour.



1VV.4.2 Extraction des AFs du milieu de culture

En vue d’une confirmation de la production des AFs par la chromatographie sur
couche mince (CCM) , les cultures des isolats sur milieu CAM ont subi une extraction au
chloroforme (ou le méthanol) selon la méthode décrite par Calvo et al. (2004). Six rondelles
de 10 mm de diametre de milieu colonisé par le mycélium sont découpées a 1’aide d’un
emporte piéce du centre vers la périphérie de la boite de pétri (60 mm de diamétre), les
carottes découpées sont pesees puis introduites dans des tubes Eppendorf de 2 ml, I’extraction
des aflatoxine est réalisée par I’addition de 1 ml de méthanol, toute en écrasant les morceaux
de gélose afin de faciliter 1’extraction. Apres incubation pendant 1 heure a température
ambiante et a I’abri de la lumiére, le mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 12000
tours/min puis le surnageant est aspiré a I’aide d’une microseringue puis injecté dans un autre
tube Eppendorf, le filtrat est conservé a 1’abri de la lumiére et & une température de +4 °C

pour une analyse ultérieure.
IVV.5.3 Détection et confirmation de la production d’AFs par CCM

Les extraits précédemment obtenus, sont analysés par la chromatographie sur couche
mince (CCM). La méthode utilisée pour la détection des AFs par CCM est celle décrite par
I’A.0.A.C (Official Methods of Analysis) (2000). Elle est tres utilisée pour la révelation des

aflatoxines. C’est la méthode chromatographique de séparation la plus simple.

Elle consiste & déposer un aliquote de 10 a 15 ul de I’extrait a analyser sur les plaques
(20 x 20 cm, 0,25 mm d’épaisseur) de gel de silice-60 254F (Merck). A cet effet, les spots
(aliquotes) sont deposes a 2cm du bord. Dans chaque plaque 8 a 9 échantillons sont spotés,
distanciés de 2 cm. 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

développement sont le chloroforme et I'acétone (95:5 v/v).
IV.6. Préparation des plaques

Déposer 25¢g de gel de silice-60 254F (Merck) dans une fiole conique. Ajouter 60 ml
d’eau, boucher et agiter énergiquement. Etaler a ’aide d’un étaloir régler la suspension sur les
plaques de maniere a obtenir une couche mince de 0,25 mm d’épaisseur. Laisser sécher a
I’air. Au moment de 1’utilisation activer les plaques en les plagant pendant une heure dans un
four a 110°C.



IV.6.1. Dépdt des extraits a analyser

>

>

Tracer une ligne droite sur une plaque du deux cotés sur la méme plaque de CCM

A T’aide d’une seringue, déposer un aliquote de 10 a 15 ul sur la plaque de CCM & 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 étre spotés avec des

intervalles de 1,5 a 2cm.

Un volume, de 15 ul d’une solution standard de 1 pg/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 eté utilise comme témoin.

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

délicatement a petites gouttes puis séchées a 1’aide d’un sechechoir.

Saturer la phase mobile pour éviter 1’évaporation du solvant en utilisant une feuille de

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

Déposer la plague verticalement dans la cuve a chromatographie qui contient la phase
mobile composée de chloroforme/acétone (95 :5 v/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 détectées en plagant les plaques sous lumiére U.V. (365 nm).



Front du >
solvant
P - | P —
A (@) ) (@) O )
o | \\ /
Extrait d’AFB1 Extraits des échantillons

Figure 06. Représentation schématique d’un chromatogramme sur couche mince.

IV.6.2. Detection des aflatoxines sur CCM

L’observation des plaques sous UV (a 365nm) permet de visualiser I’aflatoxine Bl
sous forme d’une tache bleue et 1’aflatoxine G1 tache verte. Une comparaison des rapports
frontaux (Rf) des extraits avec ceux des standards et de ’intensité de la fluorescence des
taches permet de confirmer la présence d’AFs avec un Rf = 0,42 pour 1’aflatoxine B1, et Rf=

0,34 pour I’aflatoxine G1.

IV.6.3. Analyse quantitative par estimation visuelle
La quantit¢ d’aflatoxine produites peut étre estimée en comparant la taille et
I’intensité de la tache par rapport a un standard dont la concentration en aflatoxineB1 est

connue.



Chapitre V Résultats Discussion



V.1. Résultats
V.1.1. La commercialisation d’amandes
V.1.1.1. La production d'amandes dans le monde

En 2004 on produisait 1,6 millions de tonnes d'amandes dans le monde. La production
mondiale d’amandes augmente annuellement de 3%. Etats-Unis (Californie) est le premier
producteur mondial avec 49 % de la production mondiale d'amandes, 1I’Espagne est le second
producteur d’amandes (12%), ['ltalie a égalité avec la Syrie: (7%) pour chaque paye. L’Iran
occupe la 5éme place (avec 6%) Parmi les autres producteurs, on mentionne pour les pays
méditerranéens : le Maroc (4%), la Tunisie (3%), la Gréce (3%), 1’ Algérie (3%) et la Turquie
(3%). La production dans ces pays est généralement absorbée par leur consommation
intérieure (FAO, 2004).
V.1.1.2. La Situation commerciale d’amandes en Algérie

V.1.1.2.1. La Production d’amandes en Algérie

La production d’amandes fraiches et séches en Algérie est estimée plus de 5 millions
quintaux entre ’année 2003 et 2013. Malgré le recul enregistré en 2007 (6,5%), et la légere
baisse en 2011 (9,6%), la production d’amandes a doublé dans la période (2003 a 2013), elle a
progressé régulierement passant de 332340 ginteaux avec un pourcentage de (6,3%) en 2003
a 635452 ginteaux avec un pourcentage de (12%) en 2013. Ces chiffres sont publiés par le
ministere de l'agriculture Algérien en 2014 présenter dans le tableau 10 Quantités d’amandes
locales en (Qin) dans la période (2003 — 2013) en Algérie et figure 07 la Production
d’amandes en Algérie dans la période (2003 — 2013).



Tableau 10. Quantités d’amandes locales en (Qin) dans la période (2003 — 2013) en Algérie
(Ministere d'Agriculture Algérien, 2014)

Année Quantités d’amandes locales (Qin)
2003 332340
2004 379850
2005 453785
2006 536725
2007 341097
2008 395211
2009 473931
2010 569730
2011 506210
2012 664876
2013 635452
Total 5289207
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Figure 07.l1a Production d’amandes en Algérie dans la période (2003 — 2013)



V.1.1.2.2. L’importation d’amandes en Algérie

L’ Algérie n’arrive pas a satisfaire la demande locale de consommation d’amandes,
pour cette raison, elle importe ce produit. Selon le centre de I’informatique et des statistiques
de Douane Algérien (CNIS), les importations d’amandes ont atteint plus de 600 000 quintaux
entre I’année 2003 et 2013. Ces importations constituées exclusivement d’amandes séches
décortiquées, et non décortiquées. Les résultats montrent qu’aprés une période de
perturbation entre 2003 (3,5%), et 2007 (5%), les quantités globales importées n’ont cessé
d’augmenter a partir de 2007 jusqu’a 2013 (13,3%), La quantité la plus élevée a été
enregistrée en 2010 (19,5%), néanmoins on constate une baisse durant I’année 2011(10,6%),
et une reprise a partir de 2012 (14%). En dix ans, les importations d’amandes ont tout
simplement doublé 2 fois de volume, elles passent de 21955 ginteaux (3,5%) durant ’année
2003 a 85415 qinteaux (13,3%) durant I’année 2013. Les Quantités d’amande décortiquées,
et non décortiquées importées représentent (89,7%), et (10,3%) respectivement. Les résultats
sont consignés dans le tableau 11 et la figure 08 .
Tableau 11 . Quantités d’amandes importées en (Qin) en Algérie dans la période 2003a 2013
(CNIS, 2014)

Année Quantités d’amandes Quantités d’amandes Quantités d’amandes

non décortiquées (Qin) décortiquées (Qin) importées globales (Qin)
2003 353 21602 21955
2004 13 32983 32996
2005 68 16050 16118
2006 0,3 33785,7 33786
2007 235 32403 32638
2008 1120 52071 53191
2009 633 83393 84026
2010 62093 62626 124719
2011 516 67436 67952
2012 1478 88490 89968
2013 190 85225 85415
Total 66699,3 576064,7 642764
10,3% 89,7% 100%
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Figure 08. L’importation d’amandes en Algérie dans la période (2003 — 2013)

En outre, pour ’ensemble de la période de 2003 a 2013, I’Algérie a importé 542150
ginteaux d’amandes des Etats-Unis qui représentent 93,5 % de toutes les amandes importées.

Les Etats-Unis est le premier pay fournisseur traditionnel d’amandes a 1’Algérie. Ce
pays dépasse ainsi trés largement 1’Espagne, dans la méme période 1’Espagne a exporté 16950
ginteaux (2,9%) d’amandes vers 1’Algérie, Les importations d’amandes en provenance

d'autres pays ne dépassent pas 4%. Tableau 12



Tableau 12. Quantités d’amandes importées en fonction de pays exportateurs en (Qin) dans

la période (2003 — 2013) en Algérie

Pays exportateur Quantités d’amandes importées en (Qin)
Etats-Unis d'amerique 542150
Chine 438
Iran 224
Espagne 16950
Italie 3684
El salvador 177
Emirats arabes unis 1322
France 1097
Pays-bas 150
Turquie 4416
Moldavie 286
Bresil 96
Koweit 195
Syrie 162
Australie 4530
Inde 56
Suisse 68
Canada 1878
Maroc 1080
Malaisie 408




V.1.1.2.3. consommation d’amandes en Algérie
Méme a un rythme ralenti, la consommation nationale d’amandes continue a
progresser quel que soit la source d’approvisionnements (locaux ou importées). L’Algérie a
consommé 5,9 millions de quintaux entre 2003 et 2013, durant cette période la consommation
a doublé passant de 354295 ginteaux avec un porcentage de (6%) en 2003 a 720867
ginteaux avec un porcentage de (12%) en 2013. Les amandes importées, et locales
consommeées représentent (10,8%), et (89,2%) respectivement, donc une importance relative

par rapport aux autres arachides, c’est ce qui justifie le choix de notre produit pour I’analyser.
(Figure 09).
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Figure 09. Consommation d’amandes en Algérie dans la période (2003 — 2013)
V.1.2. Analyse de la flore fongique totale et les principaux genres

V.1.2.1. Evaluation de la mycoflore dans des différentes variétés des amandes

La recherche de la mycoflore totale concerne I'ensemble de moisissures présentes au
niveau des grains d’amandes. A cet effet les isolements sont effectués sur des grains enticres
désinfectés superficiellement par un trempage dans une solution d'hypochlorite de sodium
(0,4%) pendant une minute a tempeérature ambiante (méthode B), et non désinfectés
(méthode A), par la méthode classique de denombrement (méthode de dilution sur milieu
DRBC).

Globalement, malgré 1’apparence saine des quatre variétés des amandes analysées, et

I’absence d’odeur moisi, I’étude de la qualité microbiologique a révélé la présence des



moisissures avec une nette dominance de cette derniere. Cette analyse fongique d’amandes
locales et importées montre qu’un taux de contamination total differe d’une variété a une
autre. Les amandes locales présentent un taux de contamination considérablement élevé
par rapport aux amandes importées, sachant que les amandes importées sont vendues
emballées par des sachets en plastique dans des cartons, par contre les amandes locales sont

vendues dans des récipients ouverts en plastique.

Le taux de contamination externe et profonde est compris entre 2,6.10° et 396.10"
cfu/g de produit. La variété¢ d’amandes décortiquées locales s’avérés la plus contaminée
(396.10* cfulg) (47,6%) par rapport aux autres variétés. Les amandes non décortiquées
locales ont montrés également un taux de contamination élevé (319,5.10%fu/g) (38,4%)
malgré qu’elles sont protégées par la coque, cela peut expliquer par la durée du stockage qui
peut aller jusqu'a un 1 an et plus, car les consommateurs préférent d’acheter les amandes

importées.

La variété d’amandes décortiquées importées des Etats- Unis présente un taux acceé un
peu élevé (114.10%cfulg) (13,7%), et la variété d’amandes décortiquées blanchies importées
d’Etats- Unis s’est classée en troisiéme rang d’une contamination trés faible (2,6.104 cfu/g)
(0,3%) par rapport aux autres variétés. On remarque aussi que le taux de contamination de
la variété d’amandes décortiquées importées des Etats- Unis est plus élevé 40 fois que celui de
la variété d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats- Unis. Les résultats sont

consignés dans( le tableaul3) et la (figure 10)



Tableau 13. Distribution de la flore fongique totale obtnus par la méthode A, et B dans les

différentes variétés d’amandes analysées commercialisés en Algérie.

Flore fongique Flore fongique
Les variéntés des échantillons totale (cfu/g) par la | totale (cfu/g) par
méthode A (grains la méthode B
désinfectés) (grains non

désinfectés)

Amandes décortiquées importées des Etats- 114.10* 0,048.10"
Unis
Amandes décortiquées blanchies importées des 2,6.10" 0,035.10"
Etats- Unis
Amandes décortiquées locales 396.10" 0,035.10*
Amandes non décortiquées locales 319,5.10* 0,009.10"
Totale 832.10° 0,127.10°
(%) Taux de contamination externe et profonde
7 0,3 w7
Amandes Amandes Amandes Amandes non Variété
décortiquées décortiquées décortiquées locales  décortiquées locales d’amandes
importées des Etats- blanchies importées
Unis des Etats- Unis

Figure 10. (%) Taux de contamination externe et profonde (méthode A) de chaque variété

d’amandes analysées.



Figure 11. Colonies des moisissures poussant sur milieu DRBC aprés 5 jours d’incubation a
28°C

Il ressort aussi de (tableau 13), et de (figure 12), que la mycoflore totale d’amandes
locales est plus élevée que celle de la variété importée. Elle est respectivement de
715,5.10*(86%), et 116,8.10° cfu/g (14%).. Le taux de contamination fongique dans les

amandes locales est plus éleveé 6 fois que celui des amandes importées des Etats-Unis.

86
% de contamination
“
(%) Taux de contamination des amandes (%) Taux de contamination des amandes Variété
importées des Etats- Unis locales d’amandes

Figure 12. (%) Taux de contamination externe et profonde (méthode A) d’amandes

importees, et locales analysées.



La comparaison effectuée entre la flore fongique révélées par la méthode A, et par la
méthode B de chaque variété d’amandes analysée permet de conclure que la flore fongique
profonde dénombrée sur milieu DRBC révélée par la methode B est trés inferieure en la
comparant avec la flore fongique externe et profonde révélée par la méthode A dans tous les
échantillons analysés. La densité de la flore fongique par cette méthode est comprise entre
0,009.10%t 0,048.10%fu/g de produit. Donc le nombre de cfulg révélé dans les échantillons
analysés par la méthode (B) est inférieur & 10°cfu/g. Les taux de contamination profonde ne
dépassent pas 2% ce qui explique que la désinfection par la solution d'hypochlorite de
sodium (0,4%) des grains d’amandes a fait ¢liminer totalement et approximativement de la

mycoflore externe. (Figure 13)
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Figure 13. (%) Taux de contamination externe et profonde (méthode A), et profonde
(méthode B) de chaque variété d’amandes analysées.

D’ailleurs, Les résultats obtenus n’ont pas montré des différences entre les différentes
régions concernées par 1’étude. Cependant nous remarquons que la plus forte contamination a
¢té notée dans les échantillons collectés de Tipaza (38%), dont le taux d’humidité est plus
élevé, suivie par les échantillons collectés de Médéa (33%), et les échantillons collectés de
Blida (29%). Cette différence est vraisemblablement li¢e aux différences taux d’humidités de

ces régions. (Figurel4)



Ainsi une différence de densité fongique a été notée au sein des échantillons issus de la
méme région. Ceci signifie que la provenance de nos échantillons ne peut pas étre le seul
facteur impliqué dans ce type de contamination. En effet la durée et les conditions de stockage
dans les différents points de vente issus de la méme région peuvent varier. Les moisissures
sont sensibles aux variations de la température et a ’humidité relative moyenne, ces deux
facteurs jouent un réle prépondérant sur la croissance et la physiologie des champignons. Une
variation méme 1égére au niveau de I’humidité peut avoir des conséquences notables sur la

densité de la flore fongique totale

= Médéa Blida m Tipaza

29%

Figurel4d. (%) Taux de contamination externe et profonde d’amandes en fonction des régions

de prélévement.

V.1.2.2. Evaluation de la mycoflore dans des différents échantillons des amandes

Le taux de contamination externe et profonde varie considérablement d’un échantillon
a un autre. Il oscille entre 0,8.10%t 186,5.10%cfu/g de produit. Les plus fortes densités ont été
enregistrées dans 1’échantillon (G) amandes décortiquées locales collectées de Médéa
(186,5.10%cfu/g) (22,4%), échantillon (L) amandes non décortiquées locales collectées de
Tipaza (138,5.10* cfu/g) (16,6%), I’échantillon (K) amandes non décortiquées locales
collectées de Blida (136,5.10%cfu/g) (16,3%), et I’échantillon (1) amandes décortiquées
locales collectées de Tipaza (123,5.10%fu/g) (14,8%). L’échantillon (H) amandes
décortiquées locales collectées de Blida, et 1’échantillon (J) amandes non décortiquées locales
collectées de Médéa ont des densités moyennes de 86.10%(10,3%), et 44,5.10%cfu/g (5,3%)

respectivement. Dans les échantillons A, B, et C amandes décortiquées importées des Etats-



Unis collectées de Blida, Médéa, et Tipaza respectivement la densité varie entre 15.10* cfu/g
(1,8%), et 55.10%cfulg (6,6%). Les échantillons d’amandes décortiquées blanchies importées
d’Etats- Unis D, E, et, F présentent les densités les plus faibles, ne dépassent pas les 10*cfu/g
(0,1%), cela peut expliquer que ces échantillons sont prépares par des traitements thermiques
qui tuent les moisissures ou ils réduisent I’humidité relative qui influence sur la prolifération

des moisissures. Tableau 14.



Tableau 14. Distribution de la flore fongique totale externe, profonde et fréquences
d’Aspergillus, Penicillium, Aspergillus section Flavi, et Aspergillus section Nigri dans les

différents échantillons d’amandes analysées commercialisés en Algérie.

Les différentes Flore Penicillium Aspergillus Aspergillus Aspergillus
variétés des fongique section Flavi section Nigri
cfu/ cfu/
(cfulg) (ctulg) (cfulg)* (cfulg)*
Echantillons totale (cfu/g)
Amandes A 15.10" 0,5.10° 14,5.10° 0,5.10° 14.10*

décortiquées

importées B 44.10* 10* 43.10* 0,5.10* 42,5.10*
des Etats- Unis | C 55.10* 0,5.10* 54,5.10* 0,5.10* 54.10*
Amandes D 0,9.10° 00 0,9.10° 0,1.10% 0,8.10°

décortiquées

blanchies E 0,8.10* 0,6.10* 0,2.10* 0,1.10* 0,1.10*
importées

des Etats-Unis | F 0,9.10* 0,7.10* 0,2.10* 0,1.10* 0,1.10*
Amandes G 186,5.10" 00 186,5.10" 151.10° 35,5.10°
Décortiquées H 86.10" 84.10* 2.10° 00 00
Locales I 123,5.10* 110.10* 13,5.10* 7,5.10* 6.10*
Amandes J 44,5.10* 30.10* 14,5.10* 6.10" 8,5.10°

non K 136,5.10* 61,5.10* 75.10* 61.10* 14.10*




décortiquées L 138,5.10° 105.10" 33,5.10° 19,5.10 14.10

locales

Totale 832.10* 393,3.10° 438,8.10"* 246,3.10* 190,5.10*

* par rapport au total d’Aspergillus

Cependant, une hétérogénéité a été observée dans la densité de la flore fongique au sein des
échantillons d’amandes locales de méme origine et de méme catégorie. Cette fluctuation est

liée précisément aux conditions, et durée de stockage. Figurel5
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Figurel5. (%) Taux de contamination externe et profonde de chaque échantillon analysé.

-A, B, et C sont les échantillons des amandes décortiquées importées des Etats- Unis
collectées de Blida, Médéa, et Tipaza respectivement. D, E, et, F sont les échantillons
d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats- Unis collectées de Médéa, Blida, et
Tipaza respectivement. G, H et, I sont les échantillons d’amandes décortiquées locales
collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement. J, K, et, L sont les échantillons

d’amandes décortiquées locales collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement



V.1.2.3. Reconnaissance les principaux genres

Les résultats de 1’analyse fongique des 12 échantillons d’amandes analysées obtenus
montrent que les genres dominants sont Aspergillus et Penicillium. 1ls ont été identifiés selon
les caracteres macroscopiques et microscopiques. L’observation de la couleur et la texture de
la colonie, sur le milieu (DRBC), ainsi que les structures micromorphologiques permettent
généralement de faire la distinction entre ces deux genres. Ces deux genres fongiques
représentent respectivement 52,7 et 47,3% de la flore fongique totale. La quasi-totalité des
échantillons sont contaminés par ces deux types de champignons, ce qui fait que la mycoflore
de stockage est la plus abondante par rapport la mycoflore de champ (Alternaria,
Cladosporium et Fusarium) dans les amandes. Nos résultats confirment le statut de la flore
de stockage de ces deux genres qui tendent a contaminer les denrées alimentaires pendant

leur stockage.

Les resultats relatifs illustrés sur( la figurel6) témoignent la dominance du genre Aspergillus
dans les amandes décortiquées importées des Etats- Unis (98,3%). Le taux de contamination
par le Penicillium est plus élevé chez la variété d’amandes non décortiquées locales (61,5%)
pour celui d’Aspergillu (38,5%). Par contre les taux d’Aspergillu, et de Penicillium chez la
variété d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats-Unis, et chez la variété

d’amandes décortiquées locales sont égals (50%, et 50%), et (51%, et 49%) respectivement.
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Figure 16. Fréquence du genre Aspergillus, et Penicillium dans les différentes variétés

d’amandes analysées.

La figure démontre la dominance de genre Aspergillus dans 5 échantillons analysés,

dont 4 échantillons sont d’amandes importées, un échantillon est local. Aspergillus a été isolé

dans tous les échantillons avec des taux allant de 2,3 a 100% soit une moyenne de (52,7 %).

Ce genre est dominant a 100% dans les échantillons D, et G. Les fréquences de ce genre

fongique dans les échantillons A, B, et C

sont trés élvés 96,7%, 97,7%, et 99%

respectivement. Dans 1’échantillon K le taux d’Aspergillus est de 55%. Les échantillons J, E,

L, F, et | présentent des taux respectifs en Aspergillus de 32,5%, 25%, 24,2%, 22,2%, et 11%.

L’échantillons H présente le taux de contamination le plus faible par Aspergillus (2,3%).

figure 17. La figure 18.19 montre la dominance des isolats d’Aspergillus section Flavi et

d’Aspergillus section Nigri poussant sur milieu DRBC aprés 7 jours d’incubation a 28°C.
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Figurel?7. Fréquence du genre Aspergillus dans les échantillons des amandes analysées

-A, B, et C sont les échantillons des amandes décortiquées importées des Etats- Unis
collectées de Blida, Médéa, et Tipaza respectivement. D, E, et, F sont les échantillons
d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats- Unis collectées de Médéa, Blida, et
Tipaza respectivement. G, H et, I sont les échantillons d’amandes décortiquées locales
collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement. J, K, et, L sont les échantillons

d’amandes décortiquées locales collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement

Figure 18. La dominance des isolats d’Aspergillus section Flavi poussant sur milieu DRBC

apres 7 jours d’incubation a 28°C.



Figure 19. La dominance des isolats d’Aspergillus section Nigri poussant sur milieu DRBC

aprés 7 jours d’incubation a 28°C.

Le genre Penicillium a été aussi isolé a des proportions tres variables allant de 0 a

100%, soit une moyenne de (47,3%). Ce genre est dominant dans 6 échantillons. Il est
dominant surtout dans les échantillons H (97,7%), | (89%), F (77,8%), L (75,8%), E (75%),

J (67,4%), dans 1’échantillon K, Penicillium représente 45% de la flore fongique totale. Les

échantillons A, B, et C sont les moins contaminés par Penicillium avec des pourcentages 3,3%

2,3%, et 1% respectivement. Aucun champignon de genre Penicillium n’a été isolé dans les

échantillons A, D, et G. (Figure 20).

H (%) Penicillium

Figure 20. Fréquence du genre Penicillium dans les échantillons d’amandes analysées

-A, B, et C sont les echantillons des amandes décortiquées importées des Etats- Unis

collectées de Blida, Médéa, et Tipaza respectivement. D, E, et, F sont les échantillons

Echantillon




d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats- Unis collectées de Médeéa, Blida, et
Tipaza respectivement. G, Het, | sont les échantillons d’amandes décortiquées locales
collectées de Médeéa, Blida, et Tipaza respectivement. J, K, et, L sont les échantillons

d’amandes décortiquées locales collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement

Figure 21. La dominance de Penicillium ssp. poussant sur milieu DRBC apres 7 jours

d’incubation a 28°C.

V.1.2.4. Distribution des isolats d’Aspergillus section Flavi et d’Aspergillus section Nigri

Dans ce travail nous nous sommes particulierement intéresses au genre Aspergillus
dont certaines espéces produisent les aflatoxines (AFs). Il faut rappeler que la plupart des
especes appartenant a la méme section, selon la classification actuelle, ne se distinguent pas
morphologiquement. La notion d’espece employée ici désigne plutoét le groupe voire la

section.

Parmi les especes d’Aspergillus, Aspergillus section Flavi et Aspergillus section Nigri,
sont les plus dominantes dans la majorité des échantillons analysés.Ces deux sections ont été
isolées dans 11 échantillons (saufe 1’échantillon H), ce qui correspond a un taux de

contamination de 56,1 et 43,4% du nombre total d 'Aspergillus respectivement.

La plus forte incidence d’Aspergillus section Flavi est enregistrée dans les amandes
décortiquées, et non décortiquées locales avec des taux de 78,5, et 70,3% respectivement du
total d’Aspergillus. Dans les amandes décortiquées importées des Etats- Unis cette section
représente (23%). Un teau relativement faible est enregistré dans les amandes décortiquees
importées des Etats- Unis (1,4%).



Cependant, Aspergillus section Nigri a été isolée a des teneurs trés élevées dans les
amandes décortiquées importées des Etats- Unis (98,6%), et dans les amandes décortiquées
blanchies importées des Etats-Unis (77%). chez la variété d’amandes décortiquées, et non

décortiquées locales sa fréquence est de 20,5, et 29,7% respectivement (figure22).
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Figure 22. Fréquence d’Aspergillus section Flavi et d’Aspergillus section Nigri dans les

différentes variétés d’amandes analysées par rapport au total d’ Aspergillus

Les proportions d’Aspergillus section Flavi par rapport du nombre total d’Aspergillus
varient entre 0 et 81,3%. Les échantillons K (81,3%), et G (81%) sont les plus contaminés
par les isolats de cette section, suivie par les échantillons L (58,2%), et | (55,6%). Dans les
échantillons E, F, et J cette section représente la moitié et mois de la moitié du total
d’Aspergillus 50%, 50% et 41,4% respectivement. Cependant un taux relativement faible est
enregistré dans 1’échantillon D (11,1%), et un niveau tres faible a été observé dans les
¢chantillons A (3,4%), B (1%), et C (0,9%). Il faut souligner 1’absence totale des isolats de

cette section dans 1’échantillon H. (Figure23)

En outre, les Aspergillus sont représentés par Aspergillus section Nigri a des teneurs
tres élevées dans les échantillons A (96,6%), B (99%) C (99,1%), et D (88,9%), suivies
d’échantillon J (58,6%). La fréquence des isolats de cette section dans les échantillons E, F, 1,
et L varié de 50%, a 41,8%. La plus faible incidence d’Aspergillus section Nigri est
enregistrée dans les échantillons G et K avec des taux de 19%, et 18,7% respectivement.
(Figure23)



Les especes d'Aspergillus section terrei, Aspergillus section Circumdati et Aspergillus

section Fumigati sont faiblement représentées. En effet, leur pourcentage ne dépasse pas 1%.

96.6 99 99,1 (%) Aspergillus section Flavi ~ m (%) Aspergillus section Nigri
81 81,3
5.6 58,6 58,2
50 50 50 50 — S |
445 414 418
19 18,7
A B C D E F G H | J K L | Fchantillions
I

Figure 23. Fréquence d’Aspergillus section Flavi et d’Aspergillus section Nigri dans les

échantillons d’amandes analysés par rapport au total d’Aspergillus

-A, B, et C sont les échantillons des amandes décortiquées importées des Etats- Unis
collectées de Blida, Médéa, et Tipaza respectivement. D, E, et, F sont les échantillons
d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats- Unis collectées de Médéa, Blida, et
Tipaza respectivement. G, H et, I sont les échantillons d’amandes décortiquées locales
collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement. J, K, et, L sont les échantillons

d’amandes décortiquées locales collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement.

V.1.3. Etude du pouvoir producteur d’AFs par les isolats d’Aspergillus section Favi
V.1.3.1. Production d’AFs sur milieu CAM et par CCM

Au cours de cette étude, 61 souches d’Aspergillus section Flavi isolées des
¢chantillons ont fait I’objet d’une identification morphologique et de I’étude du pouvoir

producteur d’aflatoxines.

Le criblage des isolats aflatoxinogénes a été réalisé sur la mise en évidence de la
fluorescence bleue sous U.V a 365 nm sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM). Le
pouvoir producteur des isolats ayant donné une fluorescence bleue et un revers du milieu
CAM jaune orangé. La production d’AFs est ensuite confirmée par la chromatographie sur

couche mince (CCM) en utilisant un standard d’AFBI, et l'extrait de la souche de référence



A.parasiticus qui produit les deux types d'aflatoxines B et G. L’analyse de CCM a été
réalisée au laboratoire de recherche sur les Produits Bioactifs et la Valorisation de la
Biomasse (LPBVB) a I’E.N .S. Kouba (Alger).

Les résultats ont révélé un taux de production de 11,5 et 39,3%, respectivement sur
milieu CAM et sur CCM. L’analyse par CCM des différents extraits obtenus indique un taux
de production plus élevé (Figure 24). 17 isolats faiblement producteurs s'avérent étre de faux
négatifs sur CAM. Ce qui démontre que la chromatographie sur couche mince (CCM) est

plus performante que la détection par cette méthode simple de screening CCM.

On note que toutes les souches ayant montré une fluorescence sur milieu CAM ce sont
avérés aflatoxinogénes sur CCM et I’intensité de cette derniere est liée a la concentration des
aflatoxines produites par la souche. Ainsi, lorsqu’un isolat est hautement producteur, une
fluorescence des aflatoxines est visible aprés trois jours d’incubation, alors qu’un isolat

faiblement producteur n’émet une fluorescence qu’apres 6-7 jours d’incubation.

L’analyse par CCM nous a permis de détecter une production d’aflatoxines chez les
souches faiblement productrices. Cette différence indique que la détection de la production
d’aflatoxines sur milieux CAM n’est efficace que lorsqu’on a affaire a des isolats qui
produisent une quantité d’aflatoxine plus ou moins élevée. Dans le cas contraire le passage
par la méthode CCM est nécessaire afin d’apporter des résultats supplémentaires. La
fluorescence des AFs sur milieu CAM est illustrée sur la( Figure 25) et par CCM sur la
(Figure 25)

Le résultat concernant le pourcentage d’isolats aflatoxinogenes doit prendre en compte
le seuil limite de détection. Car ce pourcentage a été déterminé sur la base de la mise en
évidence de la fluorescence sur CAM et CCM. Ce pourcentage peut étre revu a la hausse avec
si les isolats
sont analysés par HPLC avec un seuil de détection plus sensible. Riba et al. (2010) ont montré
que le pourcentage d’isolats aflatoxinogenes calculé sur milieu CAM et par HPLC est de 30,

et 72%, respectivement.
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Figure 24. (%) Taux de production d’AFs par les isolats d’Aspergillus section Flavi
déterminée par visualisation de la fluorescence sur milieu CAM, et sur CCM
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Figure 25. Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U.V. (365 nm) de la production

des AFs par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM).
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Figure 26. Images sous UV 365 nm montrant la fluorescence bleue de la production des

d’aflatoxines produites par les isolats aflatoxinogenes sur CCM.
V.1.3.2. Souches aflatoxinogenes isolées d’amandes

L’estimation de la quantité d’aflatoxine (par CCM) dans les extraits des 24 isolats a
montré des quantités d’AFBI trés variables. Ainsi, les isolats aflatoxinogenes peuvent étre
divisés en fonction de I’intensité de la fluorescence en trois catégories: 70,8% des isolats sont
faiblement productreurs, les isolats moyennement producteurs représentent 8,3% et les isolats

fortement producteurs (20,8%).

Les résultats consignés dans le tableaul5 montrent que les amandes non décortiquées
locales sont les plus contaminés par les isolats d’Aspergillus section Flavi producteurs d’AFs

(37,5%) suivies les amandes décortiquées importées des Etats- Unis, et les amandes



décortiquées blanchies importées des Etats- Unis (25%). Les amandes décortiquées locales

sont moins contaminés par les isolats aflatoxinogénes (12,5%).

Tableau 15. Répartition des 24 isolats aflatoxinogenes d ’Aspergillus section Flavi en

fonction de 1’intensité de fluorescence sur CCM.

Les variantes des Nombres Nombres Intensité Moyenne des
échantillons totals d’isolats Isolats
d’isolats aflatoxinogenes aflatoxinogénes
téstés (%)
+++ ++ +

Amandes décortiquées 10 6 3 1 2 25

importées des Etats- Unis

Amandes décortiquées 11 6 1 0 5 25

blanchies importées des

Etats- Unis

Amandes décortiquées 15 3 0 0 3 12,5

locales

Amandes non décortiquées 25 9 1 1 7 37,5

locales

Totale 61 24 5 2 17 100%

39,3% 20,8% | 8,3% | 70,8%

Fluorescence intense (+++), fluorescence moyenne (++), et fluorescence faible (+)

Nous remarquons que 1’échantillon K est le plus contaminé par les isolats

d’Aspergillus section Flavi producteurs d’AFs (20,9%) suivie des échantillons D, C, E, et L

avec un pourcentage de 12,5% et 1’échantillons G (8,4%). Les échantillons B, F, et J, sont

moins contaminés par les isolats aflatoxinogénes avec un pourcentage égale de 4,1%.l1 faut

noter I’absence des isolats aflatoxinogenes dans 1’échantillon I. (Figure27)
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Figure 27. Fréquence (%) des isolats d’Aspergillus section Flavi producteurs d’AFs en

fonction de type d’échantillon.

-A, B, et C sont les échantillons des amandes décortiquées importées des Etats- Unis
collectées de Blida, Médéa, et Tipaza respectivement. D, E, et, F sont les échantillons
d’amandes décortiquées blanchies importées des Etats- Unis collectées de Médéa, Blida, et
Tipaza respectivement. G, H et, I sont les échantillons d’amandes décortiquées locales
collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement. J, K, et, L sont les échantillons

d’amandes décortiquées locales collectées de Médéa, Blida, et Tipaza respectivement

V.1.4. Caractérisation des Aspergillus section Flavi

Au cours de cette étude, 61 isolats d’Aspergillus section Flavi ont fait I’objet d’une
identification. La caractérisation des espéces de cette section repose sur une taxonomie
polyphasique a savoir 1’étude des caractéres morphologiques, des caractéres moléculaires, la
production de certains métabolites signalés dans la partie bibliographiques et la production de
sclérotes. Dans le cadre de ce travail nous n’avons pas pu faire ’analyse de tous ces
métabolites et nous nous sommes limités aux productions d’AFs, et des sclérotes, en plus des
caractéres morphologiques. Ceci ne nous permet évidemment pas de faire une délimitation

trés précise de nos isolats.
V.1.4.1. Distribution des espéces d’Aspergillus section Flavi dans les amandes analysées

Parmi 61 isolats, on trouve 53 isolats présentaient les caracteres du groupe
d’Aspergillus flavus. Ce groupe est formé de 50 isolats (82%) ne produisent pas de
sclérotes, un isolat (1,6%) produit les sclérotes de type « S » (<400 um), et 2 isolats (3,4%)



produisent les sclérotes de type « L » (>400 um). Nous reviendrons plus loin sur la taxonomie
de ces isolats d’une maniére plus détaillée. 7 isolats (11,5%) présentaient des conidies
rugueuses et un mycélium d’aspect poudreux et de couleur verte olive tirant sur le brun (vert
kaki) caractéristique d’A. tamarii. En plus, ces isolats ne poussent pas a 42 °C, caractére qui
les distingue également des autres especes d’Aspergillus section Flavi (Ehrlich et al., 2007).
Ils sont ainsi rattachés a cette espéce. Un isolat sur les 61 (1,6%) ayant la couleur vert-foncée,
produisant I’AFB1, et ’AFG1 est rattaché a Aspergillus parasiticus. Les principaux résultats

sont présentés dans( la Figure 28.29.30.31).

-
M A. flavus sans Sclérotes
M A. flavus Sclérotes (S)
M A. flavus Sclérotes (L)
M Aspergillus parasiticus
W Aspergillus tamarii

-

Figure 28. Les différents types d’isolats d’Aspergillus section Flavi dans les échantillons

d’amandes analysées.



Sclérotes de
type « S»

Figure 29. Aspect macroscopique d’Aspergillus section Flavi sur milieu CYA au 7°™ jour.

(A, B) : Aspergillus flavus; (C) : Aspergillus parasiticus.



Figure 30. Aspect microscopique (Grx100) d’Aspergillus flavus (photo original)
(1) : Conodiophore (stipe), (2) : Vésicule, (3) : Métule, (4) : conidies, (5) : Phialide.

Sclérotes de type « S »
O< 400 pm

Sclérotes de type « L »
0= 400 pm

Figure 31. Présentation de deux types d’isolats producteurs des sclérotes de type « S » et « L

»

« S » (sclérote <400 um) , « L » (sclérote >400 pum).



V.1.4.2. Distribution des espéces d’Aspergillus section Flavi aflatoxinogénes

Sur la base du profil d’aflatoxines, acide cyclopiazonique (CPA), et les sclérotes
produits, en plus des caracteres morphologiques, les isolats aflatoxinogenes appartenant a la
section Flavi ont été subdivises en sept (07) groupes. Malheureusement, au cours de cette
¢tude, nous n'avons pas test¢ la production d’acide cyclopiazonique en raison de

I’indisponibilité de standare de CPA dans le laboratoire.

» Le groupe I est constitué¢ d’isolats produisant I’AFB, le CPA mais pas I’AFG et de
sclerotes.

» Le groupe produit 1’aflatoxine de type B, le CPA et de sclérotes de type "L" mais pas
I’AFG.

» Le groupe I, inclue les isolats produisant 1’AFB, et les sclérotes de type « L » mais
pas I’AFG, et de CPA.

> Le groupe IV, produit uniquement I’AFB.

Les isolats du groupe I, I1, 111, et IV appartiendraient vraisesmblablement & A. flavus typique.

» Le groupe V représente les isolats ayant la capacité de produire I’AFB, le CPA et les
sclérotes de type «S». Ces isolats pourraient appartenir au groupe atypique
d’A.flavus.

Ces cing groupes présentent les chimio-morphotypes d’A. flavus.

> Le groupe VI (le type II d’A. flavus) , inclue les isolats produisant les aflatoxines de
type B et G, le CPA, et les sclérotes de type « S ». Ces isolats sont rattachés a A.
minisclerotigenes ou a A. parvisclerotigenus.

» Le groupe VII produit les deux types d’aflatoxines B et G, mais pas de CPA et de
sclérotes. Ce type d’isolats peut étre assimilé a A. parasiticus ou a A. nomius. Cette
derniere, morphologiquement est tres proche d’A. flavus, et elle est fréquente dans le
sol et parasite les insectes (Kurtzman et al., 1987; Peterson et al., 2000).

Parmi les 24 isolats aflatoxinogénes, 22 isolats (91,7%) sont rattachés a A. flavus
typique, produisent I’AFB, mais pas I’AFG, et de sclérotes. Ces isolats peuvent appartenir au
groupe | (producteurs de CPA) ou au groupe IV (non producteurs de CPA). Un seul isolat
(4,2%) appartient au groupe V s’il produit de CPA. le groupe VII représente 4,2% des
isolats aflatoxinogenes testés. La caractérisation des 24 isolats d'Aspergillus section Flavi
aflatoxinogenes en fonction de la production d'AFB, AFG, de CPA et de sclérotes sont

récapitulés dans le tableau 16.



Tableau 16. Répartition des 24 isolats producteurs d’AFs d’Aspergillus section Flavi en

différents groupes (morpho-chimiotypes) selon la production, d’AFB, d’AFG et de sclérotes.

Groupe AFB AFG CPA L® s@ Nombre | Pourcentage
d’isolats (%)°
i + - + - - 22 91,7
] + - + + - — -
Il + - - + - - _
IV* + - - _ _ * *
Vv + _ + - + 1 4,2
VI + + + - + - -
VI + + - - _ 1 4,2
Total (%) 91,7 4,2 NT - 4,2 24 100%

% Pourcentage par rapport a 24

isolats testés. AFB: aflatoxine B1 ; AFG : aflatoxine G1 ;

CPA : acide cyclopiazonique ; — : absence ; NT: non testée ; * : les isolats du groupe IV sont

regroupés avec les isolats du groupel le type II d’A. flavus correspond soit a A.

minisclerotigenes soit a A. parvisclerotigenus, selon la derniére classification proposée par
Pildain et al. (2008).




Tableau 17. Caractéristiques des 24 isolats d’Aspergillus section Flavi aflatoxinogénes issus

d’amandes analysées.

N° | Souches | Fluorescence | CCM Sclérotes Espéce probable
Sur CAM
AFB1 | AFG1
1 AF1 + ++ - - A. flavus typique
2 AF5 - + - - A. flavus typique
3 BF2 - + - S A. flavus atypique
4 CF2 ++ +++ - - A. flavus typique
5 CF3 ++ +++ - - A. flavus typique
6 CF4 +++ +++ - - A. flavus typique
7 DF2 + +++ - - A. flavus typique
8 DF3 - + - - A. flavus typique
9 EF1 - + - - A. flavus typique
10 EF3 — + — - A. flavus typique
11 EF4 — + — — A. flavus typique
12 FF1 — + — — A. flavus typique
13 GF2 — + — — A. flavus typique
14 GF3 — + — — A. flavus typique
15 JF3 — + — — A. flavus typique
16 KF2 — + — — A. flavus typique




17 KF4 - + - - A. flavus typique
18 KF5 + +++ + - A. parasiticus ou A.
nomius
19 KF6 — + — - A. flavus typique
20 KF12 - + - - A. flavus typique
21 KF14 - + - - A. flavus typique
22 LF1 - + - - A. flavus typique
23 LF3 - + - - A. flavus typique.
24 LF5 + ++ - - A. flavus typique.

+ : Présence ; - : Absence

V.2. Discussion
Les résultats de I’analyse fongique ont montré une forte contamination des échantillons
d’amandes analysées par les moisissures. Plusieurs travaux ont également signalé qu’un grand
nombre de champignons peuvent étre isolés des arachides et de fruits secs comme les
amandes (Hedayati et al., 2007). Les fruits secs notamment les amandes et les graines
oléagineuses constituent un substrat propice au développement des moisissures (Groopman
et Donahue, 1988). Ce sont les conditions humides et chaudes des pays africains, sud
asiatiques et sud-américains qui favorisent le plus la croissance des moisissures toxinogenes.
En effet, Les moisissures sont des champignons microscopiques ubiquistes qui s'‘épanouissent
dans des atmospheres humides (>85%) et peu ventilées (Jarvis, 2002). Shelton et al, (2002)
ont mis en évidence des variations saisonniéres dans la densité fongique parmi les espéces
d’Aspergillus. Les especes du genre Penicillium se développent a des températures basses. |l
s’agit de contaminants fréquents des régions tempérées (D'Mello et Macdonald, 1998). Par
contre le genre Aspergillus est rencontré beaucoup plus dans les pays caractérisés par un
climat chaud comme 1’ Algérie

La répartition des agents fongiques isolés dans toutes les parties de la graine fait
apparaitre une certaine hétérogénéité de contamination. La mycoflore externe est plus
abondante que la mycoflore interne (profonde), ces résultats sont confirmés par

Weidenborner (2001) et Jiangiang et al 1999 qui a montré une différence assez nette entre




le taux de contamination des grains non désinfectés (mycoflore externe) et celui des grains
désinfectés (mycoflore profonde).

Dans cette étude nous avons révélé une trés forte contamination d’amandes locales
(84%), et une faible contamination d’amandes importées des Etats- Unis (14%). Hanak et al,
2002 rapportent que les conditions de conservations mal contrblées, et la durée de stockage
ont une grande influence sur le développement de la flore fongique et la contamination en

mycotoxines.

En outre, les amandes blanchies importées sont faiblement contaminées (0,3%) par
rapport aux amandes décortiquées importées (13,7%), s’expliquerait probablement par leur
conditionnement et leur traitement particulier. Plusieurs traitements thermiques sont
appliqués pour la fabrication des amandes blanchies. Ils subissent un épluchage, un lavage, et

un séchage avant I’emballage.

Dans notre travail on a constaté que la plus forte contamination a été notée dans les
échantillons collectés de Tipaza (38%), qui est une ville cOtiere, ce résultat est en accord
avec les traveaux de nombreux auteurs notamment Cahagnier et Richard-Molard, (1998)
qui ont révélé que I’humidité et la température sont les principaux facteurs physiques ayant

une influence considérable sur la croissance et la production des mycotoxines.

L’inventaire réalisé¢ et le calcul de la fréquence de 1’abondance de chaque agent
fongique, révelent que la mycoflore est dominée par les genres Aspergillus et Penicillium
pour la totalit¢ des échantillons d’amandes analysées. Ces deux genres fongiques
représentent 52,7 et 47,3%, des résultats similaires ont été trouvés par plusieurs auteurs
(Weidenbdrner, 2000 ; Magan et Aldred, 2005). Les amandes décortiquées importées des
Etats- Unis sont beaucoup plus contaminées par le genre Aspergillus (98,3%) que Penicillium.
Par contre Le taux de contamination par le Penicillium est plus élevé chez la variété
d’amandes non décortiquées locales (61,5%). La prévalence de Penicillium dans les amandes
n’a pas été signalée dans la bibliographie. Elle peut toutefois s’expliquer par une forte
installation de ce genre fongique aux dépens des autres moisissures lors de I’épluchage et le

stockage.

Les Aspergillus et les Penicillium sont responsables de moisissures nuisibles au
stockage, altérent la qualité des grains en produisant éventuellement les mycotoxines telles
que les aflatoxines, les ochratoxines, 1’acide penicillique, la citrinine, la patuline,...cetc. Nos

résultats confirment le statut de flore de «stockage » de ces deux genres qui tendent a



contaminer les denrées alimentaires pendant leur stockage. Ce qui suppose que les amandes
analysées étaient contaminées au cour de concassage de la coque, ou bien au cour de leur

stockage.

Les especes du genre Aspergillus et Penicillium sont considérées comme des
moisissures de stockage (Christensen et al., 1977). Leur développement nécessite une
humidité élevée du grain et un stockage de longue durée. Cependant, comme 1’ont reporté Pitt
et Miscamble, (1995), une trés forte humidité peut parfois défavoriser la croissance des
Penicillium en faveur de celle des Aspergillus qui les dominent. La dominance du genre
Aspergillus dans les denrées stockées dans les régions a climat chaud est tres connue (Pitt et
Hocking, 1997). Aspergillus est un champignon ubiquitaire capable de coloniser divers
substrats et possede une grande capacité de sporulation (Gourama et Bullerman, 1995) et il
est par conséquent trés répandu dans la nature et tout particulierement dans les régions a
climat chaud (Mantle, 2002; Hocking et Pitt, 2003).

Une grande hétérogéneité a été observée dans la densité de la flore fongique au sein
des échantillons de méme origine et de méme variété. Cette fluctuation n’est pas liée a un
parameétre particulier. En effet, la qualité du grain apres récolte est influencé par une large
variété de facteurs biotiques (microflore, insectes, acariens et rongeurs) et abiotiques
(températures, humidité, activité de 1’eau, etc.). Le grain stocké est lui-méme considéré

comme un écosystéme particulier (Magan et Aldred, 2005).

Cette étude a démontré la prédominance d’Aspergillus section Flavi, et d’Aspergillus
section Nigri, avec des taux de 56,1 et 43,4% du nombre total d’Aspergillus respectivement.
La plupart des échantillons d’amandes sont contaminés par les espéces de la section Flavi.
Toutefois leurs fréguences est moins importante dans les amandes importées. Dans les
amandes décortiquees, et non décortiquees locales nous retrouvons pratiquement autant de
Flavi (78,5, et 70,3%) que des Nigri.

Nos résultats ont également montré une tres forte contamination des amandes
décortiquées importées (98,6%), et des amandes décortiquées blanchies importées des Etats-
Unis (77%) par Aspergillus section Nigri. Les isolats d’Aspergillus section Nigri peuvent
constituer une source d’ochratoxine A dans ces denrées. Selon les études menées dans les
régions a climat chaud, les especes de cette section et de la section Flavi sont les plus
fréquemment isolées dans les graines de céréales et d’autres graines d’arachides et de fruits
secs (Riba et al., 2008, 2010; Abarca et al., 2001; Magnoli et al., 2003).



La nature de la microflore dans les graines dépend des conditions environnementales,
de récolte, de manutention et de stockage. Les différences observées entre nos résultats avec
ceux rapportés par certains auteurs peuvent étre attribuées au fait que la mycoflore n’a pas été
analysée de la méme maniere. Dans notre cas, nous n’avons pas pris les résultats de I’analyse
des grains désinfectés. Donc, la flore fongique comprend la mycoflore endogene et
superficielle. Par contre, dans la bibliographie on parle souvent des graines préalablement
désinfectées. Cependant, nos résultats sont en accord avec ceux rapportés dans la
bibliographie et qui signalent la dominance d’A. flavus dans les arachides et les fruits secs
(Pitt et al., 1993). Aspergillus flavus est trés répandue dans les climats chauds et occupe des
niches écologiques tres diverses (Wilson et al., 2002). Cette espéce vit dans le sol a 1’état
saprophyte mais est capable de provoquer le pourrissement des grains (Horn et Dorner,
1998).

Sur la base des caractéristiques morphologiques macroscopiques et microscopiques,
nous avons identifié 61 isolats d’Aspergillus section Flavi, 53 isolats présentaient les
caracteres du groupe d’Aspergillus flavus typique, 7 isolats A.tamari, Un isolat rattaché a A.
parasiticus a été isolé d’un échantillon d’amandes non décortiquées locales provenant de
Blida. Bayman et al. (2002) rapportent l'identification de 93% A. flavus et 7% A. tamarii
dans les amandes californiennes recueillis sur le terrain et achetées en magasin. Dans les
amandes achetées en magasin a partir de I'Arabie Saoudite, A. flavus constituait 98% de la
population Flavi, le reste est A. tamarii (Abdel-Gawad, et Zohri, 1993).

La présence d’Aspergillus flavus, avec des taux élevés a retenu particulierement notre
attention. En effet Giorni et al (2007) expliquaient que 1’abondance relative de différents
champignons varie entre les années, avec une incidence plus importante d’Aspergillus flavus
en année seche et chaude comparée aux années froides et pluvieuses. Alors que Pietri et al
(2004) attribuaient cette situation a la nature du substrat. Aspergillus flavus est I'espece la plus
commune, se produisant dans la plupart des denrées dans les pays tropicaux (Molyneux et al.,
2007). Purcell et al. 1980 ont démontré que les isolats A. flavus ont été le plus frequemment
dans les amandes noyaux et coques collectés dans les régions chaudes. Aspergillus parasiticus
est rencontré plutét dans les arachides, mais est rarement rencontrée dans les autres denrées.
Elle est plus limitée géographiquement par rapport a A. flavus, mais elle produit les AFs de

type B et G, et pratiquement tous les isolats connus sont toxinogenes (Frisvad et al., 2007).



Le résultat concernant le pourcentage d’isolats aflatoxinogeénes calculé sur milieu
CAM et par CCM est de (11.5% et 39.3%) respectivement. Nos résultats montrent que sur 61
isolats seulement 24 isolats producteurs d’AFs, 5 isolats sont fortement producteurs, 2 sont
isolats moyennement producteurs, et 17 isolats sont faiblement producteurs. En effet, on peut
rencontrer une large gamme d’isolats allant de trés fortement producteurs au non producteurs
d’AFs (Pitt, et al., 1993; Horn et al., 1996). Abarca et al, (1988) ont montré que 1’absence
de fluorescence ne signifie pas forcément 1’absence de production d’aflatoxine. De méme
certains travaux ont indiqué que la fluorescence des isolats sur milieu CAM n’est pas

toujours un signe de production d’aflatoxines (Giorni et al., 2007; Scherm et al., 2005).

Dans I’analyse de la mycoflore, malgré la présence de toute une gamme d’agents
fongiques dans tous les échantillons examinés, on a remarqué que 1’échantillon I (amandes
décortiquées locales provenant de Tipaza) est indemne d’isolats aflatoxinogenes, et dans
I’échantillon G (amandes décortiquées locales provenant de Médéa) (81%) isolats
d'Aspergillus section Flavi étudieés, (8,4%) seulement d'entre eux produit les AFs, malgre il
est fortement contaminés par les isolats d'Aspergillus section Flavi mais il est moins
contaminés par les isolats aflatoxinogenes. Ces données sont en accord avec les conclusions
d’observations rapportées par de nombreux auteurs notamment (Chapeland-Leclerc F, 2005
et Pholf-Leskowicz, 1999) qui ont montré que la présence d’agent fongiques ne signifie pas
nécessairement la production des mycotoxines et que la production de ces dernieres est
conditionnée par la présence d’un champignon bien spécifique. Ainsi les conditions
permettant la toxinogénése sont plus étroites que celles autorisant la croissance fongique
(Pholf-Leskowicz, 2002).

La production des mycotoxines par les champignons est une conséquence combinée de
la propriété génétique de la souche et de son environnement (Blumenthal, 2004), et dans une
seule et méme espece, des différences de niveaux de production peuvent étre observees
(Vining, 1990). Dans les milieux YES, le taux d’aflatoxine B1 dans le filtrat de culture est
élevé par rapport a celui détecté dans les grains. Les chercheurs en particulier Abbas et al,.
(2006) expliquent cette variation par ’existence d’une possible interaction compétitive entre
les souches non toxinogenes et les souches toxinogénes. Selon Wicklow, et al (1980), et Pitt
et Hocking, (2006) |'Aspergillus flavus produit moins d’aflatoxine lorsqu’Aspergillus niger
est présent.



En Espagne une étude sur les Aspergillus section Flavi aflatoxinogenes, a montré la
présence d’aflatoxines dans 38 échantillons d’amandes provenant du marché de détail
(Jimenez M et al , 1991). En 1986 et 1987, et a ’aide de la méthode CCM, AFBI et AFB2
ont été détectées dans un échantillon d’amande (Jimenez M et al , 1991). The Almond
Board of California, (2002) ont trouvé sur les 9 719 échantillons d’amandes fraiches et semi-
transformées analysées avec la méthode CLHR durant la période 1993-1999 aux Etats-Unis, 8
736 échantillons n’étaient pas contaminés, 611 échantillons sont de faible producteurs
d’aflatoxines, 333 échantillons moyennement producteurs d’aflatoxines et 39 échantillons
sont de fortement producteurs d’aflatoxines. Les échantillons prélevés sur des amandes
endommagées (par exemple éraflées, entiéres ou brisées, non classées, blanchies) ont affiché
la présence la plus forte teneur en aflatoxines. Riba et al (2013) dans une enquéte sur les
Aspergillus section Flavi aflatoxinogenes, et les aflatoxines contaminant de noix
échantillonnées en Algérie ont montré que parmi les 420 souches, 220 (52,4%) étaient
aflatoxigenes. L'incidence des souches aflatoxigenes était de (44%) pour les amandes
décortiquées. Bottalico et Logrieco, 2001 ont également rapporté de faibles quantités d’AFs
dans les amandes décortiquees en Italie. Par ailleurs, Jimenez et Mateo (2001) soulignent
une fréquence élevée (76%) d’A. flavus et d’A. parasiticus dans les amandes en Espagne.

Sur 24 isolats aflatoxinogenes, 22 isolats (91,7%) produisent 1’AFB, mais pas I’AFG,
et de sclérotes. Cette catégorie d’isolats appartiendraient vraisemblablement a A. flavus
typique (groupe | producteurs de CPA) ou (groupe 1V non producteurs de CPA). (Samson et
al., 2004). Un isolat (4,2%) appartient au groupe V (groupe d’A.flavus atypique), s’il produit
de CPA, et un seul isolat de groupe VII (4,2%). Ce type d’isolats peut étre assimilé a A.

parasiticus ou a A. nomius.

Nos résultats ont révélé que le pouvoir producteur d’AFs varié¢ considérablement d’un
isolat a I’autre. Il est connu qu’A. flavus produit généralement les AFs de type B1 et B2 et le
CPA, mais cette production est extrémement variable (Richard et al., 1992; Horn et Dorner
, 1999). En effet, on peut rencontrer une large gamme d’isolats allant de trés fortement
producteurs au non producteurs d’AFs (Pitt, et al., 1993; Horn et al., 1996). De nombreux
auteurs soulignent une corrélation positive entre la production d’AFs de type B et la
production de CPA. Ainsi, Pildain et al. (2008) soulignent que le CPA est produit non
seulement chez les souches productrices d’aflatoxine B comme A. flavus et occasionnellement

chez A. pseudotamarii mais aussi chez A. minisclerotigenes et A. parvisclerotigenus



productrices des deux types d’AFs (AFB et AFG). Les isolats produisant I’AFB, I’AFG et le

CPA sont rattachés a A. minisclerotigenes ou a A. parvisclerotigenus sont rares.

Dans une étude sur les Aspergillus section Flavi des sols de culture de mais en Iran,
Mehdi et al. (2006) soulignent, comme nous, une dominance d’A. flavus et une forte
proportion d’isolats ne produisant pas les AFs, le CPA, et les sclérotes (groupe I). Giorni et
al. (2007) trouvent que 70% des souches d’A flavus isolées du mais d’Italie sont
aflatoxinogenes et la moitié produit également le CPA. Selon Paula Rodrigues et al (2009)
dans une étude sur I’approche polyphasique des souches d'Aspergillus section Flavi
aflatoxinogenes et non aflatoxinogenes isolées a partir des amandes portugaises , tous les
isolats A. parasiticus ont montré une production d’aflatoxines , ils ont tous produit AFB et
AFG, et aucune production de CPA était détecté, la majorité (77%) était non aflatoxinogeénes,
alors que 2 isolats (15%) étaient producteurs de CPA et d’AFB, et un isolat (8%) a produit les
3 groupes de mycotoxines (CPA, AFB, et AFG). Arianne Costa Baquido et al 2013 ont
trouvé que 92,7% (167/180) isolats d'Aspergillus Flavi étudies 68% (123/180) d'entre eux
produit les AFs, et 47,7% (86/180) de CPA. Parmi les 136 souches de A. flavus, 122
(89,7%) étaient producteurs de mycotoxines; 36 (26,5%) produit seulement les AFs, 43
(31,6%) produit que le CPA, 43 (31,6%) produit les Afs, et le CPA, et 14 (10,3%) ne
produisent pas les mycotoxines. CPA a été produit par 75% (43/57) isolats.d’A. flavus non
aflatoxigenes. Tous les isolats A. nomius et A. parasiticus produit AFB et AFG.

Nos résultats montrent que parmis les 61 isolats, 2 isolats (3,4%) d’entre eux non
producteurs d’AFs, produisent des sclérotes de type « L », et un isolat (1,6%) produit des
sclérotes de type« S ». Cet isolat est fortement producteur d’AFB1 révélée sur CCM. Le type
« S », signalé pour la premiere fois par Hesseltine et al. (1970) est rarement rencontré
(Vaamonde et al., 2003; Barros et al., 2005; Giorni, 2007). Selon Carwell et Cotty (2002),
les isolats de type « S » sont rencontrés fréquemment dans des régions a températures élevees
et a faible pluviométrie. Ces auteurs pensent que la production de sclérotes de type « S » est
une forme de survie aux fluctuations climatiques. Saito et Tsuruta (1993) ont classé
auparavant le type « S » comme une variété d’A. flavus, qui produit uniquement 1’aflatoxine
B. Frisvad et al. (2005), I’ont considéré comme une nouvelle espéce dont certains isolats
produisent les AFs B et G. Les derniers travaux sur la taxonomie des Aspergillus section Flavi
rattachent ce type d’isolat soit a espéces A . minisclerotium soit & A. parvisclerotigenus qui
différent en elles du point de vue métabolites produits (Pildain et al., 2008). Il faut signaler

aussi que I’incidence des isolats aflatoxinogénes est aussi liée a la nature du substrat (Horn,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814613000095?np=y

2003). Par exemple, le nombre d’isolats aflatoxinogenes est plus élevé dans les arachides
(69%) que dans le blé (13%) (Vaamonde et al., 2003). Des résultats ont montré que 54
isolats (30%) des 180 isolats d’Aspergillus section Flavi produisent des sclérotes aprés
incubation sur 1’agar, les sclérotes étaient tous de type « L » , et aucune isolat d’A.
parasiticus produit les sclérotes (Arianne Costa Baquido et al 2013). En outre, des
différences dans la capacité de production des AFs peuvent étre associées a la taille des
sclérotes (Cotty, 1989; Criseo et al., 2001). D’aprés Hua Sui-Sheng (2002), tous les isolats
de type « S » sont aflatoxinogenes, alors que le morphotype « L », le plus fréquent, comprend
des producteurs et des non producteurs. Nos résultats sont en accord avec ceux rapportés dans

la bibliographie.

En ce qui concerne la contamination des amandes par les isolats aflatoxinogenes, les
résultats ont révélé des concentrations assez importantes des isolats producteurs d’AFs dans
les amandes non décortiquées locales (37,5%). La contamination par les AFs 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 ; Haydar et al. 1990 ; Pittet, 1998 ; Pitt et Hocking, 1997...).

D'aprés Schade et al. (1975) sur 74 échantillons d'amandes de Californie non triés,
non décortiquées, 10 (14%) ont été contaminés par les aflatoxines avec des niveaux trés bas
(en dessous de 20 parties par milliard [ppb]) a 90 % des échantillons contaminés. Schatzki
(1996) a rapporté que 80% des 1547 échantillons d'amandes avec différents types de
traitement ont été contaminés, mais a des niveaux tres bas. Plus récemment, Luttfullah et
Hussain (2011) rapportent que 3 sur 10 ont bombardé des échantillons d'amande recueillies
aupres des marchés de détail au Pakistan ont été contaminés par des aflatoxines. Dans une
étude menée par (Riba et al 2013) AFB1 seulement a été détectée dans les amandes, avec de
faible concentration. Bottalico et Logrieco, 2001 ont également rapporté de faibles quantités
d’AFs dans les amandes décortiquées en Italie. Par ailleurs, Jimenez et Mateo (2001) ont
trouvé un seul échantillon d’amandes de 1I’Espagne contaminé par ’AFB1 (95 ng/kg) et
I’AFB2 (15 ng/kg). Ainsi, l'incidence des aflatoxines dans les amandes varie beaucoup avec la
catégorie de produit fini. La forte incidence apparente cerneaux dés est probablement due
principalement a la distribution plus uniforme de I'aflatoxine se produisant dans ce produit (en
raison de sa petite taille des particules) que celle qui se produit dans les autres produits.
Exigences de taille de I'échantillon pour l'aflatoxine de surveillance dans les amandes sont
discutées (Schade et al. 1975)
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Conclusion et perspectives

Ce modeste travail s’ajoute a beaucoup des travaux réalisés en Algérie sur les
mycotoxines contaminants les différentes denrées alimentaires Food et Feed, tel que les
céréales : blé dure et blé tendre, mais,... par M. Sabaou (Ecole Normale Supérieure de
Kouba), M. Bouznade (ENSA El Hararch), M. Guermouche (la Fac Central d’Alger), M.
Moussaoui (Université de Béchar). Ces traveaux nous permettent de fournir des informations
sur la qualité des produits alimentaires, et de confirmer la présence des mycotoxines en fort
concentrations, qui & fait augmenter nous contraintes et soucis vis-a-vis a ces métabolites
secondaires. Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes particulierement intéresses a
étudier les especes aflatoxinogenes dans les amandes commercialisées en Algérie.

Les résultats obtenus montrent que les amandes décortiquées locales sont fortement
contaminées (47,6%) par les moisissures dont les genres Aspergillus (52,7 %) et Penicillium
(47,3%) sont les plus dominants. la densité des moisissures dans la variété d’amandes
décortiquées blanchies importées d’Etats- Unis est insignifiante (0,3%). Nous avons
également noté la dominance du genre Aspergillus dont les espéces appartenant aux sections
Flavi (56,1%) et Nigri (43,4%), dans tous les échantillons analysés. Les resultats de la
production des AFs ont montré que 39,3% (24 /61) isolats appartenant a Aspergillus section
Flavi produisent les aflatoxines. Ces isolats ont été classés en sept groupes différents dont la
majorité présentait lescaractéres d’A. flavus typique (91.7%).

La présence des agents fongiques ne signifie pas nécessairement la production des
mycotoxines et que la production de ces derniéres est conditionnée par les facteurs endogéne
et exogeéne. L’absence de champignon responsable de la production d’AFs dans un échantillon
s’expliquerait par sa disparition suite a un stress. Les facteurs conduisant a I’imprégnation
mycotoxique d’une denrée sont li€¢s non seulement a la souche fongique mais également a
I’ensemble des conditions écologiques. Mais il est généralement admis que plus le taux initial
de la contamination par des espéces toxinogenes est important, plus les risques
d’imprégnations toxiques sont élevés.

Malgré que les pourcentages des isolats aflatoxinogenes dans la plupart des
échantillons analysés soient inférieurs, mais les quantités d’ AFs sécrétées peuvent étre
considérées comme un véritable risque pour la santé humaine. Car les effets chroniques
(exposition répétée a des faibles doses) sont les plus redoutés en raison des habitudes
alimentaires ainsi que du pouvoir de rémanence de ces toxines.

Sur le plan de la sécurité sanitaire des aliments, notre travail est une contribution a une



analyse des risques liés a la contamination par les AFs des amandes. Il convient de noter étude
ne représente pas une large gamme de situations. 1l serait intéressant, en perspective,
d’effectuer les travaux suivants:

» Etendre I’étude sur un grand nombre d’échantillons ;

» Etudier d’une maniére approfondie 1’écologie des champignons toxinogenes et
I’influence des conditions de stockage (température, humidité) sur la toxinogenese;

> Appliquer les techniques moléculaires afin d’identifier d’une maniére plus précise les
isolats toxinogenes;

» Evaluer le dosage d’AFs, par HPLC dans les échantillons, et de tous les extraits afin de
déterminer d’une manicre plus précise le potentiel aflatoxinogenes des souches isolées ;

» Enfin il est indispensable d’élargir 1’étude sur d’autres matrices alimentaires et d’autres
régions d’Algérie, et sur d’autres champingons toxinogenes, afin de disposer d’avantage de

renseignements sur ce type de contamination.

En vue d’une lutte biologique contre les champignons toxinogenes, il serait intéressant :

» D’étudier I’influence de la compétition ou de la synergie entre champignons qui partagent
les mémes niches écologiques, notamment le genre Aspergillus, sur la production des
mycotoxines

> Rechercher des champignons qui peuvent se nourrir de mycotoxines;

» Selection genetique des plantes resistantes a I'invasion de ces mycotoxines.

A titre préventif, il faut prendre en compte certains conseils pour réduire les risques liés a la
présence de ces mycotoxines dans 1’alimentation :

> Vente des aliments comme les amandes dans des bacs opaques et qui se ferment
hermétiquement cette technique réduit le contact direct entre les épices et ’humidité de
I’air, ce qui évite la contamination par les mycotoxines, malgré la présence des spores de
moisissure et aussi d’éviter la destruction des huiles essentielles par la lumiere. Ces derniers
en un réle fongicide et bactéricide trés important.

» Il est impératif de veiller au respect de régles d’hygiéne telles les conditions de récolte,
d’embeallage, d’entreposage, de stockage et du suivi tout au long de la chaine alimentaire. A
cet effet, des laboratoires spécialisés doivent étre mis en place sur tout le territoire du pays.
> Puisque peu de traitements permettent de décontaminer les aliments, il est fortement

multiplier les contréles microbiologiques et toxicologiques des denrées alimentaires



susceptibles d’étre contaminés par les mycotoxines.
» Recommander I’établissement d’une réglementation fixant la quantité maximale des
mycotoxines tolérées dans chaque produit alimentaire locale et importé, ainsi que la

sensibilisation de la population algérienne sur le danger de ces mycotoxines.
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ANNEXES



Annexe |
Composition des milieux de cultures utilisés
Milieu d’isolement DRBC (Dichloran Rose Bengale Chloramphénicole Agar)

GlUCOSE. .. it 10g
Peptone.......cooovieeieee e Sg
KH2POA4... .o lg
MQgSOs, TH20. ..., 0.5g
Rose Bengale................oooiiiiinn, 25mg
Dichloran(2,6 dichloro-4-nitroaniline).......... 2¢g
Chloramphénicol ............................. 100mg
AT, oo 15¢g
Eaudistillée..............c.oooiiiiiinn, 1000g

pH final 5,6+0.2

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

Le dichloran est additionnée sous forme solubilisée a raison de Iml/litre de milieu d’une
solution de 0.2% dans 1’ethanol.

Milieu PDA (Pomme de Terre,Dextrose,Agar)
Pommedeterre......cc..oooviiiiiiiiiiiin, 200g



Eaudis.........cooooiii 1000ml

pH final 5,6+0.2

Milieu & base d’extrait de noix de coco gélosé (Coconut Agar Medium)(CAM)
Cent grammes (100g) de la noix de coco déchiquetée sont homogénéisés pendant 5 minutes
avec 300ml d’eau distillée portée a ébullition. Le mélange est filtrée a 1’aide du tissu en
mousseline. Le pH final est ajusté a 7 avec une solution de NaOH 2N. Le filtrat est additionné
de 20g d’agar puis complété a 1000 ml par 1’cau distillée.3g de B-cyclodextrine (B-cyd) sont
ajoutés a un litre de milieu.

Milieu CYA (Czapek Yeast extract Agar)

Saccharose..........cooevviiiiiiiiiniin., 30g
Extraitde l..............oooii, S5¢g
Czapek concentré.............oeevennenn.. 10ml
K2HPOA4... ..o, lg
AT . i 15g
Eaudistillée...............ooooiiiii, 1000ml

pH final 5,6+0.2

N.B. Tous les milieux sont stérilisés par autoclavage durant 15 min a 120°c.
ANNEXE II

1. Les appareils utilisés dans cette étude sont :
e Agitateur (Yellow,line)

e Agitateur magnétique

e Autoclave

e Balance de précision

e Bec benzen

e Centrifugeuse (SIGMA)

e Contour de colonies (FUNKE GERBER)

e la cuve

e Distillateur

e Etuve (Memmert)

e La Hotte

e Micro-onde

e Micro-seringue



e Micropipette (1ml, 0.1ml)

e Microscope optique (MOTIC,type 102M)
e plaques de gel de silice-60 (plaque de CCM)
e Réfrigérateur (LG)

e UV radiation (254 nm; 365 nm)

2. Les solvants :

Acide chlorhydrique (HCI) a 4%,

Le méthanol (CH3OH),

Ethanol (C2H50H),

Aceétonitrile (C2H3N),

Chloroforme (CHCI3).



