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Introduction

Introduction

La qualit¢ microbiologique constitue un enjeu majeur de la sécurité alimentaire. Elle
représente un défi considérable pour le commerce international et est frequemment utilisée comme
barriére non tarifaire a I’importation. Par ailleurs, elle joue un réle crucial dans la prévention des

maladies d’origine alimentaire (Maniar et EI Ouali Lalami, 2011).

En Algeérie, comme dans de nombreux pays, la population consomme une grande variété de
fruits a coque, que ce soit directement ou intégrés dans des préparations traditionnelles, notamment
lors de festivités (Ramadan, les mariages ou les cérémonies de circoncision) (Matmoura et al.,
2019).

En plus d’étresavoureuses et riches en nutriments, elles se révelent étre de puissants
antioxydants et aideraient également a prévenir les maladies cardiovasculaires et certains cancers
(Marie-paule, 2003).

Au cours de leur développement, ces champignons microscopiques peuvent devenir nuisibles
en produisant des métabolites secondaires, dont certains sont toxiques. Ces substances, appelées
« mycotoxines », peuvent se former sur les plantes aussi bien au champ qu’au cours des différentes

étapes de manipulation post-récolte (récolte, transport, stockage) (El Khoury, 2016).

On les retrouve comme contaminants naturels dans une grande variété de produits
alimentaires, notamment les céréales, les fruits, les noix, les amandes, les graines, ainsi que dans les

produits dérivés destinés a I’alimentation humaine ou animale (Huybrechts et al., 2013).

Selon I’Organisation des Nation Unies pour 1’ Alimentation et 1’ Agriculture, environ 25% des
denrées alimentaires sont contaminées par les mycotoxines, entrainant des pertes économiques
considérables. Ce probléme est de plus en plus courant notamment en raison des changements

climatiques importants (Saint Cyr, 2013).

Le climat chaud et humide des régions cotiéres algériennes, ou vit environ 75 % de la
population, favorise fortement le développement des moisissures et la production de mycotoxines
(Matmoura et al., 2019).

Malgré les efforts déployés pour limiter la contamination fongique, les champignons
toxinogenes restent omniprésents dans 1’environnement, car il est impossible, en maticre de sécurité
alimentaire de garantir un risque zéro, surtout que les mycotoxines peuvent subsister dans

I'environnement malgré la disparition des moisissures qui les ont produites (Ammrouche, 2013).
1



Introduction

Leur présence dans les produits agricoles est souvent liée a des conditions propices de

température et d’humidité, avant comme apr¢s la récolte (Rahmani et al., 2009).

Pour cela , la prévention de la contamination des denrées alimentaires, notamment les fruits

secs et a coque, représente aujourd’hui un véritable enjeu de santé publique (Alwakeel et al., 2011).

De ce fait, I’objectif de ce travail est d’étudier la flore fongique potentiellement productrice
de mycotoxines, isolée a partir des fruits a coques (Noix, Amandes et Arachides). Il repose sur
quatre grands volets :

e Isolement des souches fongiques a partir de fruits a coque commercialisés a Skikda.
e Purification et identification des isolats obtenus.
e Evaluation de la capacité des isolats obtenus a produire des mycotoxines.

¢ Analyse des mycotoxines élaborées par chromatographie sur couche mince (CCM).






Revue bibliographie Chapitre 01 : les moisissures

Chapitre 1 : Les moisissures
1- Généralités sur les moisissures

Le mot « champignon » vient du latin fungus. L’étude scientifique des champignons a débuté
en 1836 avec Miles Joseph Berkeley. Auparavant, ils étaient associés aux plantes en raison de
ressemblances morphologiques et écologiques. Leur identification repose sur des critéres

morphologiques, physiologiques, biochimiques ou chimiques (Senanayake et al., 2020).

Les champignons, également appelés Mycetes ou Fungi, sont des organismes eucaryotes,
c’est-a-dire qu’ils possédent un noyau bien défini. Ils peuvent étre unicellulaires (levures) ou
pluricellulaires (moisissures), et constituent I’un des groupes d’organismes les plus importants sur
terre, jouant un réle essentiel dans les écosystémes. Les moisissures sont des champignons
filamenteux d’aspect microscopique (micromycetes) et immobile, dépourvus de chlorophylle ce qui
les condamne a une hétérotrophie totale. L’appareil végétatif des moisissures est un thalle composé
de filaments (hyphes) ramifiés dont I’ensemble constitue le mycélium (Nguyen, 2007). En Général,
les hyphes sont divisés par des cloisons, ou Septa contenant un seul noyau, on les appelle des
hyphes segmentés ou septés.

Chez d’autres classes, les hyphes sont dépourvus de cloisons et ont I’aspect d’une longue
cellule continue a noyaux multiples ; ils sont donc appelés cénocytes (Tortora et al., 2003). Le
mycelium produit des formes permettant non seulement la dissémination, mais contribuent aussi a
la survie en conditions environnementales défavorables que 1’on accorde 1’appellation de spores

(Madelin, 1994).

Selon leur mode de vie, elles peuvent étre saprophytes (se nourrissant de matiere morte),
parasites (vivant sur des organismes vivants) ou symbiotiques (vivant en association avec d'autres
organismes) (Meheust, 2012).

Par ailleurs, certaines moisissures peuvent étre pathogénes, notamment par la production de

toxines responsables d’intoxications alimentaires ou de mycotoxicoses (Chabasse et al., 2002).

2- La reproduction des moisissures :

Les moisissures se reproduisent grace a des spores, produites soit par reproduction sexuéee (on
parle alors de champignons téléomorphes), soit par reproduction asexuée (champignons
anamorphes). Lorsqu’un champignon filamenteux posséde a la fois une forme sexuée et asexuée, on

le désigne sous le terme d’holomorphe (Chabasse et al.,2002).

4
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2.1. Reproduction sexuée :

La reproduction sexuée implique 1’'union de deux mycéliums de types sexuels opposés. Un
mycélium haploide (n chromosomes) entre en contact avec un autre mycélium de polarité
complémentaire, entrainant la fusion de leurs cytoplasmes (plasmogamie) (Boudih, 2011). Il y a par
la suite fusion des gameétes, par caryogamie, permettant 1’obtention d’une cellule oeuf diploide
contenant un nombre pair de chromosomes. Ce zygote va se diviser par méiose et donne des spores

haploides, ne possédant qu’un seul exemplaire de chromosomes (Bouchet et al., 2005).

2.2. Reproduction asexuée :

Ce type de reproduction concerne les formes imparfaites, ou anamorphes (Deuteromycota).
La multiplication asexuée correspond au développement d’une spore ou d’un fragment de mycélium
sur un substrat. Le noyau des spores est issu directement du noyau du thalle par simple mitose. Le
mycélium produit alors des conidiophores, qui portent a leur extrémité des conidies. Celles-ci sont

ensuite libérées et dispersées dans le milieu environnant (Figure 1) (Boudih, 2011).
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Figure 01: La reproduction sexuée et asexuée chez les champignons (Gauthier, 2016)
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3- Classifications

La classification des moisissures repose sur leur mode de reproduction ainsi que la
morphologie de leur mycélium (cloisonnement des hyphes) (Davet, 1996). Bien qu’elles ne forment

pas un groupe systématique homogene, elles sont réparties en différentes familles de champignons

microscopiques. Cependant, ces criteres définissent quatre groupes principaux : les Zygomycetes,
les Ascomyceétes, les Basidiomycétes (Bourgeois, 1989).Certaines moisissures sont le plus souvent
ou exclusivement rencontrées a un stade de multiplication asexuée, dit anamorphe et sont alors
classés d’aprés le mode de production des spores asexuées ou conidies. Ces espéces sont classées
dans le quatrieme groupe, les Deutéromycetes ou Fungi imperfecti. Ces principaux groupes, sont les

plus étudiés en microbiologie alimentaire.

Tableau 1 : Classification des Eumycetes et leurs caractéristiques

Nom du groupe Principaux caractéres Exemples d’especes

-Mycélium sans cloisons | Rhizopus, Mucor, Absidia

avec une reproduction sexuee | (Guiraud, 1998)

(Zygospores)
Zygomycetes - La famille la plus
(Mucorales) importante : Mucorales, qui

comprend a un grand nombre
de moisissure saprophytes, et
quelques espéces parasites de
champignons (Leveau et
Bouix, 1993 ; Boiron, 1996)

Ascomycetes -Thalle mycélien cloisonné, | Endothia et Neurospora
(Eurotiales) dont le mode de reproduction | (Bourgeois, 1998).
est sexué avec des spores
endogenes (ascospores)
-Regroupe de  nombreux

parasites des moisissures et

6
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des vegétaux(Guiraud,
1998).
Basidiomycétes -Mycélium septé avec une
(Champignons a chapeau) reproduction sexuée | Agaricus et Coprinus

aboutissant a la formation
des spores exogenes
(Basidiospore).

Regroupe certaines

moisissures parasites(Botton

etal ; 1999).
Deutéromycétes -lls sont caractérisés par un | Trichoderma,
(Champignons mycélium cloisonné et une | Cephalosporium, Fusarium,
imparfaits) reproduction végetative | Geotrichum, Penicillium et

réalisee par des spores | Aspergillus.

asexuées ou par simple (Frazier, 1967 ; Punt
fragmentation du mycelium | et al., 2002)

(Boiron, 1996)

-Le groupe des
Deutéromycetes contient un
grand nombre de
contaminants de végétaux et

de produits alimentaires

4- Conditions de croissance des moisissures

4.1- Conditions physicochimiques

Les facteurs physicochimiques ont une grande influence sur le développement des

moisissures ainsi que sur la germination.
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e Température

La température influence fortement la croissance, la sporulation et la germination des
champignons. La majorité sont mésophiles, mais certains, comme Aspergillus fischeri, supportent
des températures extrémes allant jusqu’a 80 °C (Boudih, 2011 ; Monroy, 2020). Les moisissures
s’adaptent a une large gamme thermique : elles commencent généralement a croitre entre 0 et 10 °C,
selon leur environnement. Cladosporium herbarum peut se développer a des températures
inférieures a 0°C et A. flavus ou A. fumigatus jusqu’a 60°C (Nguyen, 2007). Par ailleurs, des
températures trop basses inhibent leur développement sans affecter leur viabilité. La croissance
optimale du mycélium se situe entre 22 et 35 °C, certaines espéces tolérant jusqu’a 52 °C (Boissier,
2003 ; Monroy, 2020).

elLepH

Contrairement a la température, le pH intracellulaire n’est pas uniquement dicté par
I’environnement externe. Les cellules fongiques disposent de mécanisme leur permettant de
contrdler ’entrée et la sortie des ions, notamment des ions hydrogeéne, afin de maintenir leur

équilibre interne.

Les moisissures ont également la capacité d’influencer le pH du milieu dans lequel elles se
développent, en modifiant la concentration en ions du substrat par leur activité métabolique. La
croissance fongique est généralement favorisée dans des milieux dont le pH varie entre 4 et 7, soit
une plage allant de I’acide au neutre. Toutefois, certaines espéces peuvent se développer dans des
conditions beaucoup plus extrémes : la plupart tolérent un pH compris entre 2.2 et 9.6, tan disque
Penicillium variabile est capable de croitre dans des environnements dont le pH varie de 1,6 a 11,1
(Boissier, 2003).

e Activité de I’ eau (Aw)

La majorité des moisissures se développent dans une plage d’activité de I’eau (Aw) comprise
entre 0,85 et 0,99. Les champignons qui se développent préférentiellement dans des milieux tres
humides sont appelés hygrophiles ; ¢’est le cas, par exemple, des genres Cladosporium, Fusarium et
des Mucorales. A I’inverse, certaines espéces fongiques qualifiées de xérophiles sont capables de
croitre dans des conditions de faible humidité, a des valeurs d’Aw inférieures a 0,85. Parmi elles,
Aspergillus penicillioides et Eurotium herbariorum se distinguent par leur capacité de se
développer a des niveaux d’humidité trés bas, avec une croissance possible dés une Aw de 0,747

(Boudih, 2011 ; Meheust, 2012).
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e Oxygene (O)

La disponibilité en oxygéne constitue un facteur déterminant pour le développement des
moisissures. La plupart d’entre elles sont strictement aérobies. Les espéces les plus exigeantes en
oxygene se développent principalement a la surface des substrats, ou I’oxygene est abondant. En
revanche, certaines especes moins dépendantes, telles que Fusarium oxysporum et Aspergillus
fumigatus, sont capables de croitre en profondeur, 1a ou I’oxygéne est moins accessible. Cependant,
certaines peuvent méme supporter une anaérobiose tres stricte comme Neocallimastix (Bourgeois,
1989 ; Botton et al., 1999).

> La Lumiére

Les radiations du spectre visible (380 — 720 nm) n’ont en général pas d’action sur la
croissance Vvégétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation. La plupart des
moisissures n’exigent pas de lumiére ni pour leur croissance ni pour la germination de leurs spores
(Botton et al., 1999).

> Les nutriments

Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, elles exigent donc la présence des
éléments nutritifs de base (carbone, azote et ions minéraux) dans le milieu qui assure leur
6croissance. Les moisissures posseédent une panoplie enzymatique extrémement riche qui leur

permet d’utiliser plus efficacement encore que les bactéries les substrats les plus complexes (Davet,
1996).

e Carbone (C)

Les moisissures tirent leur carbone et leur énergie principalement de différentes sources
glucidiques. Parmi les sucres les plus couramment utilisés figurent le glucose, le fructose, le
mannose, le galactose, le maltose, le saccharose, ainsi que des polysaccharides comme I’amidon et
la cellulose. Ces hydrates de carbone sont dégradés par la voie de la glycolyse, suivie du

métabolisme aérobie (Nicklin et al., 2000).
e Azote (N)

Les moisissures assimilent I’azote par hétérotrophie. Incapables de fixer I’azote gazeux, elles

utilisent a la place des formes assimilables telles que les nitrates, ’ammonium, ’urée ou certains
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acides aminés, qu’elles absorbent directement a travers leur membrane. En revanche, les sources
azotées complexes comme les peptides et les protéines ne peuvent étre utilisées qu’aprés avoir été

dégradées en acides aminés par I’action de protéases sécrétées par les hyphes (Nicklin et al., 2000).

e \VVitamines

Les moisissures nécessitent 1’apport de certaines vitamines préformées pour leur croissance,
telles que la thiamine et la biotine. Elles ont également besoin d’autres composés essentiels comme

les stérols, la riboflavine, ainsi que les acides nicotinique et folique (Nicklin et al., 2000).
e Sources minérales

La présence des ions minéraux dans le milieu de culture est important pour la croissance et la
reproduction chez plusieurs espéces fongiques, il s’agit essentiellement de sulfate, de potassium, de
magnésium, de sodium et de phosphore avec des concentrations plus au moins différentes selon
I’espéce (Uchicoba et al., 2001). Des eéléments sous forme de traces tels que le fer, le manganése, le
zinc, le cuivre et le molybdene, sont nécessaires a la plupart des moisissures pour la production des

cytochromes, des acides organiques, des pigments ... (Boiron, 1996).

10



Revue bibliographie Chapitre 02 : Les mycotoxines

Chapitre 2 : Les mycotoxines

1- Généralités sur les mycotoxines

Le terme mycotoxine provient du grec mycos signifiant « champignon » et du latin toxicum
qui désigne un « poison » (Jagoda et Wioletta, 2021). Les mycotoxines sont des composés naturels
de faible poids moléculaire, produits en tant que métabolites secondaires par des champignons
filamenteux (Bennet et Klich, 2003). Elles figurent parmi les contaminants alimentaires les plus
préoccupants en raison de leur impact significatif sur la santé publique et 1’économie mondiale.
Cette menace est renforcée par la grande diversité chimique et toxigénique de ces substances
(Bennet et Klich, 2003).

Des milliers d’espéces de moisissures productrices de toxines ont été identifiées, dont les
principales appartiennent aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Jouany et al., 2006).Les
mycotoxines contaminent fréquemment divers produits agricoles bruts comme les céréales, les
fruits secs, les graines oléagineuses, les raisins, les grains de café. Ces denrées sont particulierement
vulnérables a I’infestation par les champignons avant, pendant et aprés la récolte, ou les pratiques

de manipulation et de stockage des aliments sont inadéquates (Bennet et Klich, 2003).

2- Biosynthése des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits durant la phase stationnaire, suite
aux phases de croissance et de multiplication. Selon leur provenance biologique, elles sont
classifiées en polyacétoacides, terpenes et métabolites azotés. Selon Steyn (1998), les aflatoxines
sont générées a partir des polyacétoacides par un processus complexe, tandis que 1’ergotamine est
produite a partir de peptides et d’acides aminés. La biosynthése de 1I’ochratoxine A est réalisée a
partir de la phénylalanine et du dihydroisocoumarine. Les thrichothécenes sont générées a partir du

mévalonate.
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Figure 02 : La biosynthese des mycotoxines (Tabuc C 2007)

3- Nature chimique des mycotoxines:

Les mycotoxines présentent une grande diversité sur le plan chimique et structural. 1l s’agit de
composés peu volatils, généralement de faible poids moléculaire (<1000 Daltons), peu solubles
dans I'eau (Reboux, 2006). Elles sont généralement synthétisées par des réactions simples a partir
de petites molécules de base telles que les pyruvates ou les acétates, ce qui explique la variété de

leurs structures et de leurs effets toxiques (Turner et al., 2009).

Ces toxines fongiques ne sont pas immunogénes et possedent une grande stabilité face a la
chaleur, ainsi qu’en milieu acide ou alcalin. Cette stabilité leur confére une résistance aux
traitements thermiques classiques, ce qui complique leur élimination dans les denrées alimentaires
(Gauthier, 2016).

D’un point de vue chimique, les mycotoxines se répartissent en plusieurs groupes :

> Les dérivés d’acides aminés, caractérisés par la présence de groupes fonctionnels -
COOH et —NH,, tels que I’acide Aspergillique, les alcaloides de 1’Ergot du seigle, la Roquefortine,
I’acide Cyclopiazonique, la Tryptoquivaline et la Gliotoxine.

> Les polycétoacides, impliqués dans les voies métaboliques énergétiques, parmi
lesquels on trouve 1’Ochratoxine, les Aflatoxines, la Patuline, 1’Acide Pénicillique, la Citrinine, la

Stérigmatocystine et la Zéaralénone.
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> Les dérivés terpéniques d’origine végétale, comme les toxines T-2, le DON

(Déoxynivalénol), la Fusarénone et les Roridines (Nguyen Minh Tri, 2007 ; Gauthier, 2016).

4- Mycotoxinogenése:

La synthese et la sécrétion des toxines fongiques, appelées mycotoxinogenese, ont lieu dans
des conditions environnementales bien particulieres. Ce processus est etroitement lié au
développement des champignons, bien que les conditions nécessaires a la production de
mycotoxines soient généralement plus restreintes que celles requises pour la croissance fongique
elle-méme (Royer et TAP, 2003 ; Gauthier, 2016).

Il est essentiel de comprendre que la présence visible d’une moisissure sur une surface ne garantit
pas nécessairement la présence de mycotoxines. Inversement, 1’absence apparente de champignons

ne signifie pas que 1’aliment est exempt de ces toxines (Gauthier, 2016).

La production de toxines fongiques est un phénomene complexe et multifactoriel. Une méme
espece de champignon peut produire différentes toxines selon les conditions de 1’environnement
(Gauthier, 2016). Par exemple, Aspergillus flavus peut synthétiser plusieurs toxines telles que les
Aflatoxines, I’acide Cyclopiazonique (CPA) et I’acide Kojique. A I’inverse, des espéces différentes
comme Penicillium verrucosum et Aspergillus ochraceus peuvent produire une toxine identique :
I’Ochratoxine A (Gauthier, 2016).

5- Les Facteurs influencant la mycotoxinogénése

5.1- Facteurs intrinséques

En ce qui concerne le type de souche, certaines moisissures produisent des toxines alors que
d’autres n’en produisent pas. Par ailleurs, au sein d’une méme espece produisant des toxines,
certaines souches en générent une grande quantité tandis que d’autres en produisent, mais a des
niveaux nettement inférieurs. Le stade de développement de la souche productrice peut influencer

la capacité d’une moisissure a produire des toxines.
5.2- Facteurs extrinséques

De nombreux facteurs environnementaux régissent le développement de la toxinogénése des

moisissures, notamment le niveau d’humidité, I’humidité relative, le pH, la température ambiante,
13
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la composition du substrat en nutriments et sa teneur en graisses ou en azote, ainsi que la

concurrence entre divers micro-organismes.

> pH
Les moisissures peuvent se développer dans une plage de pH comprise entre 3 et 8,
avec un optimum situé entre 5 et 6. Plus précisément, Fusarium proliferatum se
développe a un pH de 5,6 et produit de la Fumonisine B1 & un pH de 3,7 (Gauthier,
2016).

> Température

La plupart des moisissures se développent dans une plage de température allant de0°C a 35°C.
Toutefois, certaines especes peuvent croitre a des températures sextrémes, comme Aspergillus
fumigatus a 60°C ou Cladosporium herbarum a des températures inférieures a 0°C (Nguyen Minh
Tri, 2007).

La température optimale de production des mycotoxines est généralement proche,mais
légérement inférieure a celle de la croissance. C’est le cas, par exemple, des Aflatoxines produites

par Aspergillus flavus(Lahouar, 2016).
> Activité de I’eau (Aw)

L’activité de I’eau (Aw) indique la quantité d’eau libre disponible dans une substance solide
ou liquide, avec des valeurs comprises entre 0 et 1 (Gauthier, 2016). L’Aw optimal pour la
croissance des moisissures se situe entre 0,85 et 0,99. Cependant, la majorité des champignons

contaminant les céréales peuvent se développer méme a une Aw de 0,7 (Nguyen Minh Tri, 2007).
> Composition gazeuse

Lorsque la concentration en oxygene diminue et que celle en dioxyde de carbone augmente, la

production de mycotoxines (toxinogenése) est réduite, comme c’est le cas pour 1’Aflatoxine

produite dans 1’arachide (Nguyen Minh Tri, 2007).
> Substrat

Les moisissures se développent de préférence sur des substrats riches en sucres(source de
carbone), ainsi que sur certaines substances comme les acides amines et le saccharose, qui

favorisent leur croissance et la production de mycotoxines. La composition du substrat peut
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influencer cette production. Par exemple, 1’acide phytique réduit la synthése d’Aflatoxine par

Aspergillus parasiticus (Lahouar, 2016).
6- Les principales mycotoxines
6.1- Les Aflatoxines

Les principales aflatoxines sont les types B1, B2, G1 et G2 (Figure 3), produites par certains
isolats spécifiques du champignon Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus. L’aflatoxine M1,
quant a elle, est un métabolite hydroxylé que I’on retrouve principalement dans les tissus et les
fluides corporels des animaux, notamment le lait et I’urine (Richard, 2007). Elles ont été mises en
évidence dans les denrées alimentaires telles que les noix (arachides, pistaches, noisettes...), les

grains (mais, millet, sorgho...), le coton, les épices ainsi que le lait (Brochard et le Bacle, 2009).

Les Aflatoxines sont avant tout hépatotoxiques, causant des dommages au foie chez les
animaux. De plus, elles présentent des effets immunosuppresseurs, cancérogenes, tératogénes et
mutagenes (Richard, 2007).

Figure 03 : Structure chimique d’Aflatoxine B1 (Gauthier, 2016)

6.2- L’Ochratoxine A

L’Ochratoxine A (OTA) est I'une des principales mycotoxines. Il s’agit d’'un composé

naturellement fluorescent, principalement produit par les champignons Aspergillus ochraceus et
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Penicillium verrucosum (Figure 4). Une caractéristique notable de I’OTA est sa présence dans une
grande variété d’aliments, notamment les raisins secs, 1’orge, café et les produits a base de soja
(Richard, 2007).

I’OTA est généralement produite lors du stockage, lorsque les conditions environnementales

favorisent la croissance des moisissures et la synthése de la toxine (Richard, 2007).

L’Ochratoxine A est principalement néphrotoxique, c’est-a-dire qu’elle cible les reins.
Toutefois, a des concentrations élevees, elle peut également causer des lésions hépatiques. La
néphropathie endémique des Balkans, souvent associée a I’apparition de tumeurs chez I’humain, est
considérée par certains chercheurs comme étant liée a 1’exposition chronique a ’OTA (Richard,

2007).

O OH
O C|)H 0]
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H \
/ ’//’
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Figure 04 : Structure chimique d’Ochratoxine A (Lahouar ,2016)

6.3- Les Fumonisines

Les Fumonisines sont un groupe de mycotoxines produites principalement par plusieurs
espéces du genre Fusarium, notamment Fusarium verticillioides et Fusarium proliferatum(Chen et
al., 1992) (Figure 5). Il s’agit de toxines non fluorescentes, parmi lesquelles les types FB1, FB2 et

FB3 sont les plus courants.

Le mais constitue la principale culture contaminée par les Fumonisines, bien que des traces
aient également été détectées dans le sorgho et le riz. Par ailleurs, des études expérimentales menées
sur des rongeurs ont mis en évidence des atteintes hépatiques, notamment le développement de

tumeurs au niveau du foie et des reins.

Chez I’étre humain, les Fumonisines, en particulier le type FB1, sont soupconnées d’étre

impliquées dans 1’apparition de cancers de 1’cesophage dans certaines populations (Richard, 2007).
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Figure 05 : Structure chimique de Fumonisines (Gauthier,2016)

6.4- La Patuline

La Patuline (PAT) est un métabolite toxique produit par prés d’une trentaine de genres
fongiques, principalement appartenant aux genres Penicillium, Aspergillus,Paecilomyces et

Byssochlamys (voir Figure 6 ).

Elle a d’abord été étudiée en médecine humaine sous le nom commercial Tercinin, en tant
qu’antibiotique potentiel. Cependant, son développement a été abandonné en raison de sa toxicité

avérée pour I’homme et les animaux.

En raison de ses effets nocifs présumés, la Patuline est désormais classée parmi les
mycotoxines, et sa concentration dans les denrées alimentaires est strictement réglementée dans de
nombreux pays. Elle est présente dans les produits a base de fruits, en particulier dans les pommes
et les produits a base de pomme (Vidal et al.,2019) ,ainsi que dans les péches, raisins, olives et les
céréales (Patricia et al.,2006 ).Elle est connue pour provoquer des lésions gastro-intestinales telles

que des ulceéres, des inflammations et des hémorragies (Navale et al., 2021).
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Figure 06 : Structure chimique de Patuline (Gauthier,2016)

7- Les Champignons toxinogenes

Les moisissures toxinogenes se répartissent en deux grandes catégories selon la source de
contamination. On distingue ainsi les moisissures de champ, qui infectent les plantes durant leur
croissance, et les moisissures de stockage, qui se développent apres la récolte, lors de la
conservation des produits végétaux, peuvent se répandre sur les cultures ou les céréales, puis se

multiplier durant le stockage si les conditions sont propices (Afssa, 2006).

Le genre Fusarium est principalement associé aux contaminations survenues au champ, tandis
que les genres Aspergillus et Penicillium sont typiques des contaminations survenant durant le
stockage. Dans les deux cas, la contamination est liée a la présence de spores de champignons dans
les débris de végétation ou dans le sol, sur les cultures ou les céréales qui peuvent se développer sur

les résidus végétaux ou les grains restés au sol apres la récolte (Jouany et al., 2006).
eL_e genre Aspergillus:

Le genre Aspergillus appartient au groupe des Deutéromycetes, (Hocking, 2006 ; Tabuc,
2007). 1l comprend des espéces filamenteuses, ubiquistes et cosmopolites. Ces moisissures sont
géneralement saprophytes et se rencontrent principalement dans le sol, sur les céréales, les denrées

alimentaires et dans le compost en décomposition (Samson et Varga, 2009).
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Les Aspergillus jouent un role majeur dans plusieurs domaines de recherche. Certaines de ses
espéces sont exploitées de manic¢re bénéfique dans les procédés de 1’agroalimentaire et dans

diverses applications biotechnologiques (Samson et VVarga, 2009).

En revanche, d’autres, sont connues pour leur impact négatif en tant qu’agents pathogeénes,
dans la détérioration des aliments, ou encore pour leur capacité a produire des métabolites toxiques.
Certaines especes du genre Aspergillus sont des pathogénes opportunistes chez I’homme et
I’animal, en étant capable d’envahir les tissus vivants et provoquer des aspergilloses (Aspergillus
fumigatus responsable de mycoses pulmonaires ; Aspergillus niger responsable d’aspergillose du
conduit auditif) (Tabuc, 2007).

L’appareil végétatif (thalle) des Aspergillus est formé de filaments mycéliens hyalins,
cloisonnes et ramifiés portant de nombreux conidiophores dressés, terminés en vésicule (Figure
7).La téte peut étre unisériée lorsque les phialides sont inserées directement sur la vésicule, mais

bisériées si les cellules conidiogenes sont précédées de métules (Samson et al., 2014).

Les especes appartenant au genre Aspergillus produisent un certain nombre de mycotoxines, a
savoir ; Aflatoxines B1 et B2, Ochratoxines, Acide aspergillique Acide cyclopiazonique, Acide

kojique, Malformine, Xanthocilline et Gliotoxine...etc.
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Figure 07 : Caractéres morphologiques des Aspergillus(Chabasse et al, 2002).

el e genre Penicillium

Les especes du genre Penicillium appartiennent au groupe des Deutéromycétes. Les formes
téléomorphes existantes appartiennent a I’embranchement des Ascomycétes dont les genres les plus
représentatifs sont Eupenicillium et Talaromyces (Pitt ,1987).est un champignon trés répandu dans

divers environnements (sol, air, aliments, etc.) et joue un réle important dans la dégradation de la
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matiére organique. Certaines espéces sont nuisibles, provoquant des pourritures post-récolte et
produisant des mycotoxines, tandis que d'autres sont bénéfiques, notamment en agroalimentaire
(fromages, saucisses) et dans la production d’enzymes (Visagie et al., 2014). Bien que souvent
présents comme contaminants en laboratoire, les Penicillium sont rarement pathogénes chez
I’humain et les infections sont principalement respiratoires. Certaines especes peuvent causer des
affections comme la kératomycose, 1’otomycose ou 1’onychomycose et seule I’espéce Penicillium
marneffei peut causer des infections graves chez les personnes immunodéprimées (Tabuc, 2007).
Concernant la micromorphologie, les individus du genre Penicillium se distinguent par leur
organisation en pinceau (Botton et al., 1990). lls possédent des hyphes cloisonnées portant les
conidiophores, ces derniéres sont ramifiés ou simple se terminent par un pénicille (Chabasse et al.,
2002) Les phialides peuvent étre inserées directement (Penicillium mono verticillé) ou par
I’intermédiaire d’une ou plusieurs rangées de métules (Penicillium bi verticillé, tri verticillé...)

(Figure 8) (Houissa 2020).

Les espéces du genre Penicillium produisent un certain nombre de mycotoxines comme la
Patuline, 1’Ochratoxine, Roqufortine C, Citrinine, 1’acide cyclopiazonique et 1’acide Penicillique

(Gauthier, 2016).
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Figure 08 : Caractéres morphologiques du genre Penicillium(Tabuc, 2007).

e Le genre Fusarium

Le genre Fusarium regroupe environ 40 espéces de champignons imparfaits, bien que
certaines aient une forme parfaite rattachée aux Ascomycetes (famille des Nectriaceae) incluant les

genres Gibberella, Calonectria et Nectria. Ce genre comprend environ 40 espéces largement
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répandues (Nelson et al., 1983). Trés répandu, ce genre comprend de nombreuses especes
phytopathogeénes responsables de fusarioses, des maladies touchant céréales, légumes et arbres
fruitiers, causant ainsi d'importantes pertes agricoles et économiques. La fusariose de 1’épi
(Fusarium Head Blight), notamment causée par F. graminearum et F. culmorum, affecte gravement
le rendement et la qualité des récoltes. Certaines especes, comme F. solani, peuvent également
provoquer des infections humaines, telles que des kératites, tandis que d’autres, comme F. Solani et
F.moniliforme, sontimpliquéesdans des infections systémiques (Tabuc, 2007 ; Heit, 2015). Les
espéces appartenant au genre Fusarium produisent un certain nombre de mycotoxines
comme :Zéaralénone, Trichothécenes B, Acide fusarique, Moniliformine, Oxysporine, Fusarine C,
Naftoquinone, Gibberelines et Culmorine (Gauthier, 2016).(figure 9)

Figure 09 : Caracteres morphologiques du genre Fusarium(Lahouar,2016)

eL_e genre Alternaria:

Les Alternaria sont des champignons cosmopolites largement répandus dans le sol, 1’air et les
aliments. La plupart sont phytopathogenes, affectant les cultures aussi bien au champ qu’apres la
récolte. Certaines espéces, cependant, sont saprophytes et peuvent, agir comme pathogénes
opportunistes, responsables de diverses maladies chez les plantes et certains insectes. Alternaria
alternata, Alternaria tenuissima et Alternaria infectoria sont les espéces les plus couramment
rencontrées (Houissa, 2020).Les Alternaria sont classées parmi les Deutéromycetes. Des etudes

ultérieures ont abouti au classement du genre Alternaria parmi les ascomycetes.
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Morphologiquement, les espéces du genre Alternaria se caractérisent par des conidies septées,
présentant des cloisons transversales et longitudinales, des cellules multi nucléés de couleur

sombre, et une forme généralement piriforme ou ovoide.

Les Alternaria représentent des contaminants toxiques majeurs des denrées alimentaires,
provoquant des dommages aussi bien sur le champ qu’en post-récolte. lls peuvent également
contaminer divers fruits et Iégumes, entrainant leur dégradation, y compris lors de leur conservation
au refrigérateur (Amalaradjou et Venkitanarayanan, 2008).Les principales mycotoxines
produites par le genre Alternaria sont : les Alternariols, les Altenuenes, les Altertoxines et I'Acide

tenuazonique (figure 10).

d
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Figure 10 : Observation microscopique de genre Alternaria (Laifa, Adouani et al., 2020)

8- Les moisissures et les mycotoxines dans la chaine alimentaire

Certaines moisissures peuvent étre utilisés dans 1’alimentation exactement dans la fabrication

des fromages (Penicillium requeforti et Penicillium camembreti)

Dans la fabrication d’antibiotiques comme la pénicilline produite par Penicillium

chrysogenum, la fabrication d’enzyme (protéase et pectinase par Aspergillus niger) (Atoui, 2006)

Mais lorsqu’ils existent d’une fagon indésirable dans les aliments peuvent entrainer des
changements des odeurs, d’apparence et d’une réduction de leur valeur nutritionnelle et leur

rendement (Atoui, 2006)

L’évolution de ces métabolites dans I’alimentation peut engendrer des problémes de santé

pour le consommateur, en particulier un risque d’intoxication lié aux mycotoxines.
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Les mycotoxines apparaissent dans la chaine alimentaire suite a la contamination des récoltes
par les moisissures, avant comme apres la récolte. L’exposition aux mycotoxines peut étre directe
en ingérant des aliments contaminés ou indirecte par les animaux nourris avec des aliments infestés,

notamment du lait.
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Chapitre 03 : Les fruits secs a coque
1- Généralités

Les fruits a coque, aussi appelés noix, font partic de I’alimentation humaine depuis tres
longtemps. Ils forment un groupe alimentaire a part. D’un point de vue scientifique, une noix est un
fruit sec avec une seule graine (ou parfois deux), entourée d’une coque dure a maturité (voir Figure
11). Mais dans la vie de tous les jours, le mot « noix » désigne souvent tout fruit sec avec une coque
dure et une graine comestible a I’intéricur. Cela inclut les amandes, les noix du Brésil, les noix de
cajou, les noisettes, les arachides, les pistaches et les noix classiques. (Rojas et al., 2005 ; Juchet et
al., 2013).

Figure 11 : Fruits a coque ( Noix )

2- Caractéristiques des fruits secs
2.1- L’arachide

L’arachide ou cacahuéte (Arachis hypogaea L) est une plante annuelle de la famille des
légumineuses, cultivée sur plus de 19 millions d’hectares dans les régions tropicales, subtropicales

et les zones tempérées les plus chaudes du globe (Knoden et al., 2003).
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Bien qu’elle appartienne taxonomiquement aux légumineuses, 1’arachide présente un profil

nutritionnel en macronutriments plus proche de celui des fruits a coque.

Les graines d’arachide possédent une composition chimique riche qui en fait un aliment a
haute valeur nutritive. Elles contiennent entre 40 et 50 % de matieres grasses, principalement des
acides gras mono-insaturés, mais aussi des acides gras saturés, comme 1’acide arachidique. Elles
sont également une bonne source de protéines, représentant environ 25 % de leur teneur, et
présentent des niveaux importants de phosphore. Cette riche composition fait de 1’arachide un

ingrédient particulierement intéressant sur le plan nutritionnel.

Figure 12 : L’arachide avec et sans coque

2.2- Les amandes

Les amandes comptent parmi les fruits a coque les plus riches en nutriments. Elles sont une
excellente source d’acides gras essentiels, de vitamines, de minéraux et, sous leur forme crue,
figurent parmi les principales sources végétales de protéines (Gmitter et al., 2009). Originaires
d’Asie occidentale, plus précisément des régions de 1’Iran et de 1’Afghanistan (Yada, Lapsley et
al., 2011). Les amandes occupent une place importante dans la production mondiale de fruits a

coque, dépassant les trois millions de tonnes par an (Roncero et al., 2020).
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L’amande est trés riche en protéines, glucide, et vitamines. Elle contient 50% de lipide avec

en majorité des acides gras soit en moyenne 75% d’acides oléique ,18% d’acides linoléique et 7%

d’acide palmique.

Son huile riche en vitamine E, elle joue un réle important dans le domaine de cosmétologie et

est également utilisée en confiserie, en raison de ses propriétes bénéfiques.

Figure 13 : L’amande avec et sans coque

2.3- Les noix

Les noix, issues du noyer appartenant au genre « Juglans L » et a la famille des Juglandacées
(Bernard, 2020 constituent une source majeure d’huile comestible naturelle. Provenant
généralement de plantes, elles sont enveloppées dans une coque externe robuste qui joue un réle
protecteur. Cette coquille préserve un noyau riche en nutriments essentiels tels que les protéines, les
minéraux, les vitamines et les acides gras essentiels (Sheorey et al., 2011).

Figure 14 : La noix avec et sans coque
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La noix se singularise par une teneur exceptionnellement élevée en matiére grasse, pouvant

atteindre jusqu’a 57 % dans les noix seches. Il s’agit d’un aliment trés nutritif et particulierement
calorique. Son huile est riche en acides gras insaturés, notamment en acides alpha-linoléniques, qui
sont des acides gras polyinsaturés essentiels. De plus, la noix présente des teneurs trés élevées en

vitamines E et B1, renforcant ainsi ses qualités nutritionnelles.

3- Stockage des fruits a coque

Apreés la récolte, les fruits séchés conservent naturellement des agents phytopathogenes issus
du champ. Lorsque ’activité de I’ecau (Aw) des fruits secs dépasse 0,65, ils deviennent vulnérables a
des agents fongiques post-récolte, tels que les Aspergillus xérophiles, capables de se développer
dans des environnements a faible humidité. Ces contaminations alterent la qualité des fruits a coque

et peuvent entrainer de graves risques pour la santé des consommateurs (Tournas et al., 2015).

Les fruits présentent des caractéristiques chimiques et physiques favorables a 1’altération,
notamment fongique. Leur forte activité en eau, leur richesse en sucres et la présence d’acides
organiques abaissant le pH de leur pulpe les rendent particuliérement sensibles aux contaminations

fongiques, plutot qu’aux contaminations microbiennes (Jackson, Altach, 2007).

La présence des mycotoxines dans les fruits secs dépend de plusieurs facteurs comme : le
type et la variété du fruit, la localisation géographique de la culture, les conditions climatiques, les
pratiques culturales avant la récolte, les méthodes de récolte, ainsi que le traitement post-récolte et

les conditions de stockage (Jackson, Altach, 2007).

Le fractionnement prématuré de la coquille facilite souvent ces infections, notamment en
attirant des insectes hémiptéres, qui se nourrissent des noix et agissent comme vecteurs de maladies
(Nawar, 2008).

4- Altération des fruits secs par les mycotoxines :

Les champignons des genres Penicillium, Aspergillus et Alternaria sont parmi les principaux agents

responsables de la détérioration des fruits. Outre leur pouvoir de dégradation, ces micro-organismes
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peuvent produire des mycotoxines présentant un risque important pour la santé humaine (Jackson

et Al-Taher, 2007). La formation de ces toxines peut avoir lieu aussi bien avant qu’apreés la récolte,
notamment durant le stockage, directement sur ou a I’intérieur des aliments, en particulier dans des

conditions chaudes et humides (Figurel5).

La plupart des mycotoxines sont trés stables chimiquement, ce qui les rend résistantes aux
traitements technologiques appliqués aux denrées alimentaires. Parmi les mycotoxines les plus
fréqguemment détectées dans les fruits et produits dérivés, on retrouve les Aflatoxines, 1’Ochratoxine
A, la Patuline, les Fumonisines, laZéaralénone ainsi que le Nivalénol et le Déoxynivalénol (OMS,

2018).

(A) : Arac

Figure 15 : Fruits secs contaminés
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1- Etude mycologique

Le présent travail porte sur I’étude de la présence de moisissures mycotoxinogénes dans les fruits
secs commercialisés dans la région de Skikda, et leurs capacités a produire des mycotoxines. Ce

travail a été réalisé au niveau du laboratoire de Technologie de 1’Université 20 aolt 1955 Skikda.

1.1- Echantillonnage
Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est compose des Amandes, des Arachides
Et de Noix.

Les échantillons ont été achetés chez un grossiste au centre de la wilaya de Skikda et transportés au

laboratoire dans des flacons stériles. Ces échantillons ont été prélevés de fagon

Aléatoire, en évitant les préléevements systématiques. Le nombre total des échantillons est 12.
L’échantillon de chaque type de fruit se compose de :

- 2 échantillons d’arachide (décortiquée, avec enveloppe).

- 2 échantillons d’amande (décortiquée, avec enveloppe).

- 2 échantillons de noix (décortiqué, avec enveloppe).

Emmenés au laboratoire, les échantillons ont été gardés au frais (+4°C) et analysés dans les 24h qui

suivent I’échantillonnage.

Tableau 02 : les échantillons des fruits secs étudiés

Les fruits a Décortiqués (sans Non décortiqués (avec
coques coques/ nus) coques/enveloppés)
Noix
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Amandes

Arachides

1.2- Désinfection des fruits secs (les grains et les coques)

( Vel ~— 7

Figurel6 : Désinfection des fruits secs. A) Eau de javel, B) Ethanol, C) Eau distillé.

1.3- Isolement de la flore fongique :

L’étude mycologique des fruits a coque en question, a été effectuée selon deux méthodes, la
méthode d’ulster (ou méthode directe) et la méthode des dilutions (ou méthode indirect) (Compaor
et al.2016).
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1.3.1- Méthode directe d’Ulster :

Dans cette méthode, les échantillons on été soumis a une désinfection. Chaque échantillon a été
désinfecté superficiellement par trempage dans la solution d’hypochlorite de sodium a 10%, puis
dans I’éthanol pendant une minute, suivie de deux ringages a I’eau distillé stérile. Apres séchage
avec du papier filtre stérile, les échantillons désinfectés ont été placés aseptiquement a 1’aide d’une
pince stérile, dans des boites de Petri contenant les milieux PDA et Sabouraud (Annexe 1),(4 boites
pour chaque échantillon) a raison de (le nombre d’échantillon par boite). L'ensemble a été incub¢ a
28 C pendant 4 a 6 jours (Compaore et al., 2016 ; Matmoura et al., 2019 ; Moussaoui et
al.,2021).

Figure 17 : Ensemencement des fruits secs sur milieu PDA.

1.3.2- Méthode indirect de dilution

Aprés désinfection et broyage des fruits secs (les arachides, les amandes et les noix), un gramme de
chaque broyat a été additionné a 9 mL d’eau distillée stérile. Aprés agitation de 2min pour obtenir la
solution mére, une série de dilutions décimales a été effectuée jusqu'a I’obtention de la dilution de

10,

Pour chaque dilution indiquée, un volume de 0.1 mL a été déposé sur des boites de Pétri contenant
les milieux PDA et SAB (Sabouraud) puis étalé uniformément avec un étaloir stérile sur I’ensemble
de la surface de la gélose, les boites ont €té, ensuite, incubées a 28°C jusqu’a développement

apparent de colonies (Atoui, 2006 ; Matmouraet al., 2019 ; Bouricha,2002).
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Figure 18 : Les étapes de I’isolement de la flore fongique a partir des fruits secs
(Arachide, amande, noix). A) Echantillon, B) Echantillon moulu, C) Dilutions

Décimales, D) Ensemencement.

1.4- Purification

Les colonies fongiques obtenues ont subi une purification, cette étape consiste a repiquer une
bouture mycélienne (hyphal type) coupée a la marge du thalle ou de spores (single spore), issus des
boites de I’isolement et les ensemencer par piqure centrale sur milieu PDA et SAB, puis, incubés a
28 °C pendant une période de 6 jours. Des repiquages successives ont été réalisés jusqu’a
I’obtention de souches pures (Compaore et al., 2016 ; Abdoullahi et al., 2019 ;Moussaoui et
al.,2021 ;Bouricha,2022).

1.5- ldentification des isolats

Dans le but d’identifier les isolats sélectionnés, plusieurs caracteres morphologiques
macroscopiques et microscopiques ont été pris en considération, en utilisant des clés
d’identification (Botton et al., 1990; Samson, 2004 ; Bandh et al., 2011).

1.5.1- Identification macroscopique

Cette étape se repose essentiellement sur I’étude des caractéres morphologiques macroscopique. A
savoir ; la vitesse de croissance, 1’aspect des colonies, leur couleur et sa variation au cours du
temps, couleur du revers de la boite, forme générale des colonies, présence ou absence d’exsudats et
production de pigment diffusible (Chabasse et al,. 2002 ; Compaoré et al., 2016).
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Les critéres cités ci-dessus ont été observés aprés 7 jours d’incubation a 28° C sur les milieux de

culture milieux PDA et SAB.
1.5.2- Identification microscopique

L’observation microscopique est une méthode complémentaire a I’identification morphologique
(macroscopique), cet examen repose sur plusieurs techniques, les plus utilisées sont celles du ruban

adhésif et la méthode de lactophénole bleu de coton.

1.5.2.1- Latechnique du scotch : consiste a adhérer a I’aide d’un bout de scotch une
fraction mycélienne a partir d’une culture jeune. Puis le coller sur une lame
contenant une goutte de colorant

1.5.2.2-  Lactophénol bleu de coton : La technique consiste a la réalisation d’une
coloration au bleu coton lactophénol, en déposant une goutte du liquide de
montage sur une lame propre, ensuite, un petit fragment mycélien issu d’une
colonie jeune (7 jours) a été mis dans le colorant précédent sur la lame avec
une anse. La préparation a été chauffée lIégerement a la flamme du bec
bunsen, puis la lame a été délicatement recouverte avec une lamelle en

évitant de créer des bulles d’air ou des débordements (Botton, 1990).

Cette technique permet la mise en ceuvre de la nature du filament, I’absence ou présence de
cloisons, couleur des filaments mycéliens, morphologie des sporeset la présence de structures
particuliéres (chlamydospores) (Chabasse et al., 2002 ; Compaore et al.,2016 ; Moussaoui et
al.,2021).

Les observations microscopiques ont été réalisées aux objectifs x10 et x40 en utilisant la

microscopie optique.

2- Etude mycotoxicologique

La production de métabolites secondaires (mycotoxines) par les souches isolées a été démontrée
gréce a une extraction et une purification effectuées a partir d’une fermentation liquide, puis a une

détection qualitative de ces mycotoxines par chromatographie sur couche mince (CCM).

2.1- Preparation de milieu de fermentation
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Le milieu Yeast Extract Sucrose (YES) (Annexe 1) a été choisi comme un milieu spécifique ; riche

en vitamines du groupe B complexes, ce milieu favorise la métabolisation secondaire et induit les
réactions anabolisantes conduisant a la production optimale des mycotoxines (Amrouche, 2013).
La fermentation a été réalisée dans des Erlenmeyer de 250 mL contenant 100 mL du milieu de
fermentation (Tuomi et al.,2001).

2.2- Ensemencement du milieu de fermentation

Chaque Erlenmeyer a été inoculé par des disques de gélose des souches fongiques agées de 7 jours

(6 disques par erlen), ensuite, incubé a 28°C pendant 14 jours et a I’obscurité avec une agitation

périodique (Mohanta et al., 2007 ; Barik et al., 2010 ; Xiaoling et al., 2010).
2.3- Extraction

Une fois la durée d’incubation terminée, la biomasse produite a été éliminée en filtrant le milieu
YES a I’aide d’un papier filtre de type Whatman n°1 (Barik et al.,2010; Mohanta et al.,2007).

Les 50 ml du filtrat obtenu ont été additionnés a 50 ml d’acétate d’éthyle, le mélange a été
rigoureusement agité pendant 1 a 2 min puis laisse décanter en utilisant une ampoule a décantation
(Awad, 2005).

La phase organique a été concentrée par évaporation sous vide a I’aide d’un Rotavapor dans des
ballons a fond conique de 50 ml baignant dans un bain marie a 60°C. Une fois séche, I’extrait a été
remis en suspension dans 2mL de méthanol et placé dans un flacon en verre parafilmé pour des

analyses ultérieures par CCM (Awad, 2005).

Figure 19 : Fermentation et extraction de mycotoxines. A) Culture fongique aprés
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Fermentation, B) Filtration du milieu de fermentation, C) Décantation, D) Evaporation de

L’extrait.

2.4- Détection des mycotoxines par la chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince est une méthode fréquemment utilisée pour séparer des
composés entre deux phases solide et mobile, en fonction de leurs affinités pour I'une ou l'autre
phase. Que ce soit a des fins d’analyse ou de purification. Elle permet une détection qualitative et
semi-quantitative, notamment des mycotoxines. Cette technique présente plusieurs avantages : elle
est rapide, économique et permet I’analyse simultanée de plusieurs échantillons. Cependant, ses
résultats sont généralement moins fiables que ceux obtenus avec des techniques
chromatographiques plus avancées, comme la chromatographie liquide ou gazeuse (Gauthier, 2016
; Huybrechts et al., 2013).

Pour ce faire, des plaques de type Merk prétes a I’emploi et de dimension 20x20 cm, revétue par gel

de silice (G-60) qui constitue la phase stationnaire, ont été utilisées. Un volume de 20ul de chaque

extrait concentre a été dépose a I’aide d’une micropipette sur la plaque a 1 cm du bord inférieur sur

la ligne de base. La plaque ensuite a été déposée verticalement dans une cuve qui contient 80 mL de

I’¢luant (phase mobile) constitué¢ de toluéne, acétate d’éthyle et 1’acide formique (40/32/8 v/v/v)
respectivement (Guechi et Girre, 2002).

Figure 20 : Les extraits bruts
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Figure 21 : La migration de solvant

Aprés migration et évaporation du produit d’élution, la plaque a été retirée de la cuve, séchée a I’air
libre et la révélation des taches est effectuée en exposant la plaque sous lumiere UV a une longueur
d’onde de 365 nm et 254nm.

La présence de mycotoxines a été révélée par 1’apparition de fluorescences caractéristiques.
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Reésultats
1- Etude mycologique des fruits a coque

1.1- Mise en évidence de la flore fongique contaminant les échantillons des fruits a coque

L’isolement des moisissures a partir de six échantillons analysés (arachides décortiquées au
laboratoire /enveloppées et noix décortiquées au laboratoire /enveloppées et amandes
decortiquées au laboratoire /enveloppées) a abouti a la sélection de 12 isolats répartis comme
suit : 04 isolats fongiques a partir de I’échantillon des Amandes (enveloppées et décortiquées
au labo), qui représente 33% des isolats. 03 isolats fongiques a partir de 1’échantillon des Noix
(décortiquees, enveloppées et décortiquées au labo), qui représentent 25% des isolats et 05
isolats fongiques a partir de 1’échantillon des Arachides (décortiquées, enveloppées et
décortiquées au labo), qui représentent 42% des isolats. Le pourcentage des isolats obtenu
selon chaque type de fruits a coque analysé, est représenté dans la figure mettre le numéro de

la figure.

Les résultats obtenus dans cette étude ont montré que les trois échantillons des fruits secs

analysés sont contaminés par les moisissures.

Pourcentage des isolats

m Amande = Noix = Arachide

Figure 22 : Pourcentage des isolats fongique obtenus de chaque type de fruits a cogue.



Reésultats
1.2- Identification des souches fongiques isolées

L’identification des genres fongiques isolés a été effectuée principalement a I’aide des clés de
détermination proposées par Chabasse et al. (2002), Compaoré et al. (2016) et Moussaoui et
al. (2021). Cette identification s’est appuyée sur [’observation des caractéristiques
macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, bordure, etc.) ainsi que sur les
caractéristiques microscopiques du mycélium et des spores ou conidies (cloisonnement du

mycélium, morphologie des spores, types d'organes de fructification, etc.).
1.2.1- Identification macroscopique

L’identification macroscopique a été réalisée par 1’observation a 1’ceil nu des caractéristiques
culturales, telles que 1’aspect des colonies, leur couleur (face et revers), ainsi que la vitesse de

croissance. Les données obtenues sont présentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau 03 : Observations macroscopiques des différents isolats obtenus a partir des
fruits & coques analysés.

Aspect macroscopique

Isolat | Milieu | Surface Revers
S1 PDA

SAB

40



Résultats

S2 |PDA
SAB

S3 PDA
SAB
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PDA
S4 E

SAB

PDA

SAB

S5
PDA
SAB
S6
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PDA
S7

SAB

PDA
S8

SAB

PDA

S9
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SAB

S10

PDA

SAB

S

PDA

44



Résultats

Milieu | La La couleur Revers La taille La La texture
souche croissance
PDA SM Colonie blanche | Brun foncé | Petite Lente Cotonneuse
Arachide plisse
B
- SAB SM Colonie blanche | Marron Petite Lente Cotonneuse
% Arachide clair
2 B
PDA Arachide Colonie vert Foncé au | Grande Rapide Duveteuse a
SC fonce au centre centre et Cotonneuse
et blanche aux claira
~ extrémités I’extrémité
% SAB Arachide | Colonie blanche | Beige foncé | Grande Rapide Cotonneuse
b= sc
PDA D2 Colonie verte | Clair Moyenne | Rapide Poudreuse
Arachide | foncée
© SAB D2 Colonie au Beige foncé | Moyenne | Rapide Poudreuse
é Arachide centre marron et
3 extrémités en
beige
PDA D3 Colonie vert Beige a vert | Moyenne | Rapide Poudreuse
Arachide a petite
< \Y/
% SAB D3 Colonie vert | Claire Moyenne | Rapide Poudreuse
A Arachide | foncée (présence | plissé
\ des stries)
PDA D3 Colonie blanche | Beige Grande Rapide Cotonneuse
Arachide
B
Lo
% SAB D3 Colonie beige au | Beige clair | Petite Lente Cotonneuse
(,8) Arachide | centre et blanche | au centre et
B aux extrémités blanc a
I’extrémité
PDA Noix SC | Colonie noire Incolore Grande Rapide Granuleuse
© envahissante
% SAB Noix SC | Colonie noire Incolore & | Grande Rapide Poudreuse
(,8, jaune péle envahissante
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PDA D2 Noix | Colonie vert | Incolore Grande Rapide Cotonneuse a
foncé a grisatre I’extrémité
Poudreuse au
centre
SAB D2 Noix Colonie Marron | Marron Grande Rapide Poudreuse
~ foncé au centre | claire plissé
£ Blanche aux
§, extrémites
PDA D3 Noix Colonie vert Incolore & | Moyenne | Rapide Duveteuse a
foncé a fines clair poudreuse
extrémités
blanches
SAB D3 Noix Colonie vert Clair plissé | Moyenne | Rapide Duveteuse a
o grisatre avec poudreuse
£ extrémités
(,g, blanches
PDA D2 Colonie vert Clair Grande Rapide Poudreuse
Amande foncé a gris
SAB D2 Colonie vert Clair plissé | Grande Rapide Poudreuse
Amande foncé a
»
% extrémités
Ug) blanches
PDA Amande Colonie marron Marron Petite Lente Duveteuse a
SCJ foncé au centre foncé au consistance
= et jaune a centre et dure
% I’extrémité jaune a
Ug) I’extrémité
SAB Amande Colonie marron | Marron Petite Lente Duveteuse a
SCJ foncé au centre | foncé consistance
et jaune a dure
I’extrémité
. PDA Amande Colonie verte Jaune Grande Rapide Poudreuse
— ;
% SCV Fonce
3
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SAB

Amande
SCV

Colonie jaune a
extrémités vert et

blanche

foncé Moyenne

moins strié

Lente

Granuleuse

1.2.2- Identification microscopique

Une identification microscopique a été réalisée avec les grossissements X10 et X40. Cette

identification était fondée essentiellement sur I’étude morphologique du mycélium (absence ou

présence de cloisons, couleur, différentiation) et des spores (forme, couleur, texture de parois).

Tableau 4 : Observation microscopique des différents isolats obtenus

Photo Aspect Photo microscopique | Identification
microscopique microscopique de référence de la souche
% Latéte:en Aspergillus
colonne envasee, terreus

bisériées.
Conidiophore :
incolore lisse.
Conidies : lisse,
petites et
globuleuse.
Phialides : portés
par des métules
insérées sur la
vesicule
(Chabasse et al.,
2002).
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Conidiophore septé Fusarium sp
et tres ramifié.
Phialides plus au
moins allongées
Microconidies
ovoides ou
cylindrique
(Tabuc, 2007).

Tétes conidiennes Aspergillus

unisériées ou fumigatus
bisériées.

Les conidiophores
hyalins.

Les vésicules sont
subglobuleuses
insérées par des
phialides ces
derniéres portées

par des métules.

+ Les conidies sont
globuleuses a
subglobuleuses, de
couleur verte péle
(Tabuc, 2007).
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L X4

L X4

Conidiophore
hyalin, sépté et
ramifié.
Phialides disposé

en verticilles et

insérés  sur des
métules.

Téte conidienne en
forme de pinceau.
Conidies lisses,
globuleuses et
verdatres (Botton
et al., 1990).

Penicillium

spl

e

%

Tétes conidiennes
unisériées ou
bisériées.

Les conidiophores
hyalins.

Les vésicules sont
subglobuleuses
insérées par des
phialides ces
derniéres portées
par des métules.
Les conidies sont
globuleuses a
subglobuleuses, de
couleur verte péle
(Tabuc, 2007).

Aspergillus
Fumigatus
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@
L X4

7
L X4

Mycélium siphoné.
La téte porte de
nombreux
conidiophores long
hyalin et lisses.
Les phialides
formées sur la
vésicule
(globuleuse) par
I’intermédiaire de
métules (Chabasse
et al., 2002 ;
Abdoullahi et al.,
2019).

Aspergillus
Niger

*
o

Les conidiophores
hyalins,
verrugueux

Téte conidienne en
colonne compacte,
unisériées ou
bisériées.

.Une vésicule
globuleuse ou sub-
globuleuse, portant
des phialides.

Des petites
conidies
globuleuses de
couleur verte pale,
(Tabuc, 2007).

Aspergillus

Flavus
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>

7

0

*
°e

Conidiophore fin,
cloisoné et ramifié
Phialides disposés
en pinceaux
(Triverticillé)
Conidies vertes
arrondies, a paroi
lisse (Botton et al.,
1990).

Penicillium sp
2

e

%

*,

Tétes conidiennes
unisériées ou
bisériées.

Les conidiophores
hyalins.

Les vésicules sont
subglobuleuses
insérées par des
phialides ces
derniéres portées
par des métules.
Les conidies sont
globuleuses a
subglobuleuses, de
couleur verte pale
(Tabuc,2007).

Aspergillus

fumigatus
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@
L X4

*,

e

%

*,

Un mycélium
cloisonné,

une téte
aspergillaire
constituée de
vésicule sphérique
en colonne courte,
sur laquelle sont
formées les
phialides portés sur
des métules (téte
bisériée), chaque
phialide produit
des conidies
rondes, échinulées
et de couleur verte.
Vésicule
hémisphérique.
Les tétes
aspergillaires sont
portées sur des
conidiophores
brun, sinueux, non
ramifié et
courts(Pitt and
Hooking, 2009).

Aspergillus
Nidulans
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R/
L X4

*
°e

Un mycélium
cloisonne,

Une téte
aspergillaire
constituée de
vésicule sphérique
en colonne courte,
sur laquelle sont
formées les
phialides portés sur
des métules (téte
bisériée), chaque
phialide produit
des conidies
rondes, échinulées
et de couleur verte.
Vésicule
hémisphérique.
Les tétes
aspergillaires sont
portées sur des
conidiophores
brun, sinueux, non
ramifié et
courts(Pitt and
Hooking, 2009).

Aspergillus
Nidulans
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Figure 23 : Réprésenation graphique de différentes espéces d’Aspergilium, Penicilium et Fusarium

identifiées dans les échantillions (noix, amande)

Ce graphique représente les différents espéces fongiques contaminants les fruits secs envelopée
ou non enveloppé . On remarque la dominance du genre aspergillus barre bleue dans 8
échantillons suivi par les Penicillium barre rouge dans 2 échantillons et Fusarium barre vert
dans un seul échantillon . Ces résultats confirment que L Aspergillus est le contaminant
fongique le plus fréquent dans les fruits secs ,est dii a sa grande capacité a coloniser différents
substrats et aux conditions physico-chimiques favorables a sa croissance.

2- Etude mycotoxicologique

Au cours des 14 jours d’incubation, un controle hebdomadaire des Erlens meyer a été effectué afin
de vérifier l'absence de contamination par d’autres especes fongiques.Une croissance est constatée a
la fin de la durée de fermentation, caractérisée par le développement hétérogene (en filaments) du

mycélium des souches fongiques.

En fin de la fermentation, les métabolites secondaires ont été extraits a 1’acétate d’éthyle. La
séparation des phases est obtenue aprés décantation et les extraits bruts ont été obtenus apres

concentration des phases organiques au rotavapor (Figure 24)




Résultats

Figure 24 : L’extraction des métabolites secondaires

La chromatographie sur couche mince a permis de séparer les différents métabolites secondaires

sécrétés par nos souches, contenus dans les extraits bruts sous lumiére UV a une longueur d’onde

=365 nm.

Figure 25 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des mycotoxines produites par

les souches fongiques obtenues

D’aprés la figure, la révélation par radiation UV a montré que I’extrait 01 correspondant a la
souche (Aspergillus spl) contient 6 composes qui apparaissent sous forme de taches distinctes
(Figure 25).

Ceci traduit la production des mycotoxines, cependant, les Rf obtenus ne correspondent pas aux

mycotoxines connues ou nécessitent des révélateurs pour déterminer leurs identités.

Figure 26 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des mycotoxines produites par
Aspergillus sp 01
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La révélation par radiation UV a montré que I’extrait 02 (Aspergillus sp 2) comptent 7

composés qui apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 26 ).

Selon la couleur de la fluorescence des spots et le Rf, deux composants ont été identifiés :
I’ Aflatoxine G2 et 1’ Aflatoxine B1 qui donnent une fluorescence bleue vert et bleu ainsi que des

Rf=0.49 et =0.54 respectivement.

Figure 27 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des mycotoxines produites par

Aspergillus sp 02

La révélation par radiation UV a montré que la souche Aspergillus sp 3 (extrait 03) produit a

contient 5 composés qui apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 27 ).

Figure 28 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par
Aspergillus sp3
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La révélation par radiation UV a montré que 1’extrait 04 (Penicillium spl) contient 3 composés

qui apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 28 ).

La fluorescence verte et un Rf de ’ordre de 0.55, sont deux parameétres qui indiquent la

production de I’Ochratoxine A par la souche Penicillium sp 1.

Figure 29 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par

Penicillium sp 01

La révélation par radiation UV a montré que ’extrait 05 (Penicillium sp 2) contient 5 composés qui

apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 30 ).

Figure 30 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par
Penicillium sp 2

La révélation par radiation UV a montré que I’extrait 06 (Aspergillus sp 4) contient 5

composés qui apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 31).
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Selon la couleur bleu vert de la fluorescence du spot et un Rf égale a 0.57, le métabolite a été

identifié comme étant 1’Ochratoxine A.

Figure 31 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par
Aspergillus sp4

La révélation par radiation UV a montré que 1’extrait 07 (Aspergillus sp5) contient 4 composés

qui apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 33 ).

La fluorescence bleu détectée par I’UV et un Rf de I’ordre de 0.66, sont deux paramétres qui

indiquent la production de I’ Aflatoxine B1 par la souche Aspergillus sp 5.

Figure 32 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par
Aspergillus sp5

La révélation par radiation UV a montré que 1’extrait 08 (Aspergillus sp 6) renferme 4 composés
qui apparaissent sous forme de taches distinctes (Figure 34 ).
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Selon la couleur fluorescente des spots et le Rf, 1seul composant a été identifié comme étant

I’Ochratoxine A qui donnent une fluorescence verte et de Rf=0.55.

Figure 33 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par
Aspergillus sp 6

La révélation par radiation UV a montré que 1’extrait 09 (Aspergillus sp 07) contient 1 seul
composé qui apparaissent sous forme de tache distincte (Figure 35).

La souche Aspergillus sp 7 présente une production de mycotoxines, mais 1’absence de données

objectives, telles que la couleur de la fluorescence et le (Rf), ne permet pas d’en déterminer

I’identité précise.

Figure 34 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines produites par

Aspergillus sp7

59



Résultats

Tableau 5 : Les valeurs de corfficients Rf (rapport frontal) des spots séparées par CCM .

Souches N° de tache Lumiere UV Rf Mycotoxine
1 Bleu 0.44
2 Brun 0.52
Amande SCV |3 Bleu 0.59 y
(Aspergillus spl) | 4 Brun sombre 0.61
5 Brun sombre 0.69
6 Bleu 0.75
1 Bleu fluorescent | 0.20 /
2 Bleu fluorescent | 0.26
3 Vert fluorescent | 0.32 /
4 Bleu fluorescent | 0.39 /
D2 Noix 5 Bleu -Vert 0.49 Aflatoxine G2
(Aspergillus sp fluorescent
2) 6 Bleu fluorescent | 0.54 Aflatoxine B1
(Scott et al.,
1970)
7 Bleu fluorescent | 0.62 Aflatoxine B2
(scott et al.,
1970)
1 Bleu 0.44
2 Orange 0.49
Amande SCJ 3 Bleu foncé 0.50 /
4 Bleu foncé 0.66 /
5 Jaune 0.71
) 1 Bleu fluorescent | 0.49 /
D3. A@Ch'de 2 vert 0.55 Ochratoxine A
(Penicillium spl) _
3 Bleu foncé 0.67 /
1 Verte 0.18 /
53 Noi 2 Jaune-vert 0.51 /
23 NOIX 3 Jaune-vert 0.58 /
(Penicillium sp2) 2 Vert 067 7
5 Vert 0.50 /
1 Bleu-vert 0.57 Ochratoxine A
fluorescent
2 Bleu fluorescent | 0.59 /
Amande SCJ2 I3 Bleu foncé 0.66 /
4 Jaune 0.71 /
5 Vert 0.90 /
1 Bleu fluorescent | 0.49 /
. 2 Jaune 0.52
SM Arachide B 3 Bleu fluorescent | 0.66 Aflatoxine B1
4 vert 0.89 /
1 Bleu fluorescent | 0.50 /
. 2 Vert fluorescent | 0.55 Ochratoxine A
D3 Arachide 3 Bleu fluorescent | 0.59 /
4 Vert 0.89 /
D2 Arachide 1 Bleu fluorescent | 0.57 /
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Discussion

Les fruits a coque sont particulierement vulnérables aux infections fongiques, tant au champ
qu’en cas de conditions de stockage inadéquates. Cette sensibilité est accentuée chez les fruits
secs ayant subi des dommages mécaniques ou causes par des charancons durant la récolte et le
transport, les rendant plus exposés a I’invasion fongique et a la pourriture (Nawar, 2008).

De nombreux auteurs ont rapporté que les graines oléagineuses représentent un substrat
particulierement propice a la prolifération, a la maturation et a la multiplication des moisissures
impliquées dans leur détérioration (Riba et al., 2005 ; Abdoullahi et al.,2019).

L’analyse de la flore fongique de fruits secs (arachides, noix, amandes) a montré la présence
d’espéces du genre Aspergillus, ce qui est en accord avec les résultats de Chapeland-Leclerc et
al. (2005). L’ arachide est I’un des oléagineux les plus souvent contaminés par des moisissures
productrices de toxines, surtout pendant le stockage. Selon Wagacha et al. (2013), certaines
moisissures comme Aspergillus et Penicillium peuvent produire des métabolites secondaires
appelées « mycotoxines » dans les graines d’arachide, ce qui peut constituer un danger réel pour
la santé du consommateur.

Dans le présent travail, le genre Aspergillus est le plus dominant parmi les souches isolées,

avec8 espéces identifiées. Il est suivi du genre Penicillium, représenté par 2 espéces et enfin par le
genre Fusarium, avec une seule espéce.

Comparativement aux résultats de Benmansour-Brixi (2005), le taux de contamination par
Aspergillus reste le plus élevé. Cette différence peut étre attribuée a plusieurs facteurs,
notamment la durée et les conditions de stockage, 1’origine des grains, les conditions climatiques,
les traitements agronomiques ainsi que la période de prélevement. Abdel-Gawad et Zoharii
(1993) ont identifié un large éventail de moisissures provenant de cing types de graines de noix

pour la consommation humaine en Arabie Saoudite.
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Tandis que Denizel et al. (2006), ont montré que la mycoflore externe dominante des
pistachesimmatures de trois régions de Turquie était composée d’A. niger, A. flavus et de
Penicillium spp.lls ajoutent egalement que les noix stockés dans les entrepdts ont été largement
contaminés parA. flavus, A. niger et A. ochraceus(Saleh Nawar, 2008).

L’impact négatif de cette contamination se manifeste par 1’altération des substrats (qualité
organoleptique : gout, couleur, saveur, texture) et dans la sécrétion des Aflatoxines dont
I’ Aflatoxine B1 qui est la plus redoutable par son effet cancérigénes et toxique.

Afin de mettre en ceuvre la capacité des souches obtenues a produire les mycotoxines, une
fermentation liquide sur milieu YES a été réalisee. Ce milieu Riche en vitamines du groupe B
complexes, favorise la métabolisation secondaire et induit les réactions anabolisantes conduisant
a la production optimale des mycotoxines (Ammrouche, 2013). Aprés 1’extraction des surnageant
des différentes souches a I’acétate d’éthyle, les extraits actifs ont ensuite été analysés par
chromatographie sur couche mince (CCM).

Des études antérieures, ont adopté cette technique pour la séparation et la détection des
mycotoxines produites par les contaminants fongiques des denrées alimentaires. Braicu et al.
(2008) ont mis en évidence la production de 1’ Aflatoxines et 1’Ochratoxine A par des souches
isolées a partir des échantillons de blé. De méme, Dehimat et al. (2009) ont déterminé les
métabolites secondaires d’ Aspergillus fumigatus isolé des lentilles par CCM.

L’analyse des extraits bruts des Aspergillus et des Penicillium par (CCM), a révélé la
présence deplusieurs bandes fluorescentes.

Notamment, la présence d’Aflatoxine B1 par Aspergillus sp2 et Aspergillus sp4 a été identifié

parsa fluorescence bleue distincte et un Rf d’une valeur de 0.54. Ses résultats sont en corrélation
avec les travaux de Bennet et al. (2003).
De plus, la fluorescence bleue détectée sous la lumiere UV et la valeur Rf de 0.62 servent

d’indicateurs de la production de 1’ Aflatoxine B2 par 1’ Aspergillus sp2. Nos résultats sont enaccord
avec ceux trouvées par Scott et al. (1970).
63



Discussion

La fluorescence bleue verte détectee et le Rf= 0,49 sont deux paramétres qui indiquent la
production de I’ Aflatoxine G2 par 1’ Aspergillus sp2. Ces résultats vont dans le méme sens que
ceux obtenus par Braicu et al.(2008).

L’analyse d’extraits de la souche Penicillium spl, Aspergillus sp3 et Aspergillus sp5 par
CCM aégalement montré la présence des taches distinctes. Nos résultats sont identiques a ceux
obtenuespar (Varga et al, 2007) qui ont montré que les taches ayant des fluorescences vertes et
bleuesvertes avec des valeurs de Rf=0.55, 0.57 et 0.55 correspondent respectivement a
I’OchratoxineA.

En termes de mycotoxicologie, il est important de noter que les différentes souches
d’Aspergilluset Penicillium isolées et caractérisées lors de notre travail possédent le potentiel de
produire desmycotoxines. Ce risque est d’autant plus courant, a cause de la grande stabilité
chimique et larésistance de ces toxines aux traitements a haute température (Moussaoui et al.,
2021). Alors,I’élimination compléte des mycotoxines dans les produits alimentaires s’avére quasi-
impossibleen raison de leur stabilité thermique et persistent méme apreés avoir éliminer les

moisissuresproductrices (Boli et al ., 2018).
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Conclusion et perspective

L’objectif de ce travail est d’effectuer un isolement des moisissures contaminant les fruits a coques
commercialisées dans la Wilaya de Skikda et d’évaluer le pouvoir mycotoxinogeéne des isolats
obtenus. Un total de 18 échantillons de fruits secs (six échantillons d’Amandes, six échantillons
d’Arachides et six échantillons de noix) a été collecté dans différents points de vente de la ville de
Skikda.

Sur les 18 échantillons analysés nous avons isolé 12 souches fongiques. En effet, les arachides
étaient les plus contaminées avec 42 % des isolats, suivies par les amandes avec 33 % et les noix
avec 25 %. Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les trois échantillons des fruits a

coques analysés sont effectivement contaminés par les moisissures.

L’étude macroscopique et microscopique a révélé une dominance remarquable du genre Aspergillus
représenté par 7 especes et l'infériorité du genre Penicillium représenté uniquement par 2 especes.

En revanche, une seule espece du genre Fusarium a été obtenue.

L’étude du pouvoir producteur des mycotoxines a été mise en évidence par CCM. Effectuée dans

une chambre noire sous lampe a UV a 365 nm, I’analyse des mycotoxines a révélé :

e Laproduction de I’Aflatoxine G2 par 1I’Aspergillus spl et /’Aspergillus sp2.

e La production de I’Aflatoxine B1 par I’Aspergillus sp2, [’Aspergillus sp4 et ['Aspergillus
Sp5S.

e Laproduction de [’Aflatoxine B2 par ['Aspergillus sp2 et I’Aspergillus sp3.

e La production de 1I’Ochratoxine A par le Penicillium spl, Penicillium sp 2, I’Aspergillus

sp4, [’Aspergillus sp 6 et I’Aspergillus sp 7.

Du point de vu mycotoxicologique, tous les échantillons analysés sont contaminés par les
Aflatoxines et les Ochratoxines.

Malheureusement, il n’est pas possible d’éliminer les mycotoxines lors de la préparation des
aliments sans en altérer la qualité nutritionnelle. En attendant, certaines régles d’hygiéne et de

sécurité peuvent étre appliquées :

e \endre les fruits secs a coque dans des contenants opaques et hermétiquement fermés : cela
limite leur exposition a I’humidité de 1’air, réduisant ainsi le risque de contamination par les
mycotoxines, méme si des spores de moisissures sont presentes. De plus, cela protege les
huiles essentielles de la lumiére, évitant leur dégradation. Ces huiles ont un role important

grace a leurs propriétés fongicides et bactéricides.
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Conclusion et perspective

e Respecter les régles d’hygiéne, notamment en ce qui concerne 1’emballage, le stockage et la
conservation. Il est également essentiel d’intensifier les contrdles microbiologiques et

toxicologiques sur les denrées alimentaires a risque de contamination par les mycotoxines.

Au terme de cette recherche, de nombreuses perspectives peuvent en découler, afin de répondre aux
questions soulevées lors de cette étude, a savoir :

» L’extraction et la caractérisation des composés actifs par des méthodes plus spécifiques ;
» La recherche de microorganismes antagonistes vis-a-vis les moisissures toxinogenes, afin de

réduire leur prolifération en post-récolte et qui inhibe, par conséquent, la production des
Aflatoxines et Ochratoxines dans le fruit.
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Annexe

. milieu PDA “Potato Dextrose Agar «
Composition :

e -Pomme de terre 2009
e -Glucose 20g

e -Agar 15 20g

-Eau distillé 100ml

Préparation :
1- Eplucher et couper les pommes de terre en petits morceaux.
2- Faire bouillir dans environ 500ml d’eau pendant 20 a 30 minutes.
3- Filtrer le bouillon a travers un tamis fin pour récupérer 1’extrait clair.
4- Compléter le volume avec de I’eau distillé jusqu’a 1000ml.
5- Ajouter de Dextrose et ’agar Agar a I’extrait filtré.
6- Bien mélanger jusqu’a dissolution complete.
7- Autoclave a 121C° pendant 2h.
II.  milieu YES “YEAST EXTRACT SUCROSE”
Composition :

e Extrait de levure 20g.
e SSaccharose 150g.

e Mg So4 7H20 0.1g.
e Zn So4 7H20 0.01g.
e Cu So45H20 0.05g.
e Eaudistille 100ml .

Préparation :

1- Dissoudre les composants respectivement dans 100 ml de 1’eau distillé.
2- Meélanger les composants avec une agitation sans chaleur.
3- Stériliser a autoclave 121C°pendant 2h.

I11.  Calcule de rapport frontal(RF)

Rapport frontal (RF) = Distance parcourue par soluté / Distance parcourue par solvant
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Annexe

Souche Numeéro des Distance Distance Rf
taches parcourue par parcourue par
soluté solvant
Amande sc v 1 4,5 10,1 0,44
2 5,3 0,52
3 6 0,59
4 6,5 0,61
5 7 0,69
6 7,6 0,75
D2 Noix 1 2,1 10,1 0,20
2 2,7 0,26
3 3,3 0,32
4 4 0,39
5 5 0,49
6 55 0,54
7 6,3 0,62
Amande sc j 1 4,5 10,1 0,44
2 5 0,49
3 5,9 0,58
4 6,7 0,66
5 7,2 0,71
D3 Arachide 1 5 10,1 0,49
2 5,6 0,55
3 6,8 0,67
D3 Noix 1 1,9 10,1 0,18
2 5,2 0,51
3 5,9 0,58
4 6,8 0,67
5 9,1 0,90
Amandescj(2) |1 51 10,1 0,50
2 5,8 0,57
3 6,7 0,66
4 7,2 0,71
5 9,1 0,ca
SM Arachide B 1 5 10,1 0,49
2 5,3 0,52
3 6,7 0,66
4 9 0,89
D3 Arachide 1 51 10,1 0,50
2 6 0,59
3 6,9 0,68
1 9 0,89
D2 Arachide 1 5,8 10,1 0,57
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Abstract

Peanuts, nuts, and almonds are tree nuts that provide a favorable substrate for mold Toxigenic development,
which can lead to both organoleptic and sanitary deterioration. In this context, the aim of this study is
focused on mycotoxins, starting with a mycological analysis: isolation and purification of the fungal flora
from these dried fruits according to different commercial categories (shelled or with shells), using two

methods: the Ulster method and the classic dilution method.

The results showed that peanuts were the most contaminated with 42% of the isolates, followed by almonds
with 33% and walnuts with 25%. Macroscopic and microscopic analysis allowed the identification of two
fungal isolates belonging to the genus Penicillium, one from the genus Fusarium, and eight from the genus

Aspergillus, reflecting poor storage and commercialization conditions.

Next, detection and screening for mycotoxins were carried out on different species through liquid
fermentation in a YES medium for 14 days. The raw extracts were analyzed by Thin-Layer Chromatography
(TLC) under UV light (365 nm). The results show that all samples were contaminated with various
mycotoxins (AFB1, AFB2, AFG2, OTA).

Keywords: Dried fruits, Toxigenic molds, Mycotoxins, TLC
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Memoire pour I’obtention du dipldme de Master en Microbiologie appliqueé

Les arachides, les noix et les amandes sont des fruits secs a coques oléagineux qui constituent un substrat favorable au
développement de moisissures toxinogenes, pouvant entrainer une détérioration organoleptique et sanitaire. Dans ce contexte,
I’objectif de ce travail s’inscrit dans la problématique des mycotoxines, en commengant par une analyse mycologique : isolement et
purification de la mycoflore de ces fruits secs selon différentes catégories commercialisées (écalées ou avec coque), en utilisant deux

méthodes : la méthode d’Ulster et la méthode classique de dilution.

Les résultats ont montré que les arachides étaient les plus contaminées avec 42 % des isolats, suivies des amandes avec 33 % et des
noix avec 25 %. L’étude macroscopique et microscopique ont permis d’identifier deux isolats fongiques appartenant au genre
Penicillium, 1 isolat du genre Fusarium et 8 du genre Aspergillus, ce qui reflete de mauvaises conditions de stockage et de

commercialisation.

Ensuite, une détection et une recherche de mycotoxines ont été réalisées sur les différentes espéces par fermentation liquide dans le
milieu YES pendant 14 jours. Les extraits bruts ont été analyses par chromatographie sur couche mince (CCM) sous lumiére UV
(365 nm). Les résultats montrent que tous les échantillons sont contaminés par différentes mycotoxines (AFB1, AFB2, AFG2,
OTA).

Mots-clefs : Fruits secs, Moisissures toxinogénes, Mycotoxines, CCM.

Laboratoires de recherche : laboratoire de Mycologie, Biotechnologie et de I’activité Microbienne
(LaMyBAM) (U Constantine 1 Fréres Mentouri).
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Encadrant : Dr Krouma Hamida (MCB — Université 20 Aolt 1955-Skikda).
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