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Résumé

L’objectif de notre étude est I’isolement & partir de blé dur des moisissures et étudier leur
pouvoir producteur des mycotoxines. Pour cela, nous avons collecté quelques échantillons de
blé dur a partir de divers points de commerce a Métlili (une commune de la wilaya de
Ghardaia). L’isolement effectuépar la méthode des grains (directe) sur milieu PDA et
Sabouraud ajoutés du chloramphénicol, nous a permis d’obtenir 10 isolats fongiques
contaminants. Apres une identification préliminaire macro et microscopique, ces isolats ont
été affiliés aux 4 genres: Alternaria (40%), Ulocladium (30%), Aspergillus (20%) et
Penicillium (10%). L’extraction des mycotoxines a été effectuée globalement a partir du
substrat de blé et a partir de chaque isolat fongique inoculé sur les milieux solides CMA et
CYA. La détection a été faite par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) et sous lumiere
UV a 365 nm. Les résultats ont montré plusieurs taches séparées par CCM et fluorées sous
UV, cependant leur identification approximative en utilisant des révélations chimiques a
révélé en utilisant nitrate d’argent la présence de Citrinin au niveau du substrat de blé et la
production de 1’ AflatoxineG1 par Aspergillus et de I’aflatoxine B1 parPenicillium sp.lapres
I’utilisation de H2SOa4.

Mots clés : BIé dur, moisissures, mycotoxines, CCM.



Abstract

The objective of our study is to isolate microscopic fungifrom durum wheat and to study their
ability of mycotoxinproduction. For this, we collected some samples of durum wheat from
various trade points in Metlili (a town in the wilaya of Ghardaia). The isolation by the grain
method (direct) on PDA and Sabouraud media added chloramphenicol, allowed us to obtain
10 fungal isolates. After preliminary macro and microscopic identification, these isolates were
affiliated to the 4 genera: Alternaria (40%), Ulocladium (30%), Aspergillus (20%) and
Penicillium(10%). The extraction of mycotoxins was carried out globally from the wheat
substrate and from each fungal isolate inoculated on CMA and CYA media. Detection was
made by Thin Layer Chromatography (TLC) and under UV light at 365 nm. The results
showed several spots separated by TLC and fluorinated under UV, however their approximate
identification requires chemical revelations which revealed the presence of Citrinin in the
substrat and production of AflatoxinG1 by Aspergillus and Aflatoxin B1 by Penicilliumsp.
1,according to the use of H, SO, .

Key words: durum wheat, microscopic fungi, mycotoxins, TLC.
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Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

D’apres les recommandations des nutritionnistes, les céréales doivent constituer la base de la
pyramide alimentaire et prendre une part majeure dans les effets de la nourriture sur la santé
(Barronet al, 2012).Les céréales et leurs dérivées constituent 1’alimentation de base dans
beaucoup de pays en développement, particulierement dans les pays maghrébins(Djermoun,
2009).Les céréales constituent de loin la ressource alimentaire la plus importante au monde a
la fois pour la consommation humaine et pour 1’alimentation du bétail, le secteur des céréales
est d’une importance cruciale pour les disponibilités alimentaires mondiales (Ben Kaddour,
2014).

Les blés sont les céréales les plus cultivées a I'échelle mondiale. lls contribuent pour plus de
20 % de calories et de protéine dans 1’alimentation humaine et sont utilisés par plus de 35%
de la population du monde répartie dans plus de 40 pays. le blé dur (Triticumdurum) occupe
une place importante surtout dans les régions au climat de type méditerranéen (Hannachi,
2017). En Algérie, les produits céréaliers, dont le blé, occupent une place stratégique dans le
systéme alimentaire et dans 1’économie nationale (Djermoun, 2009). Le blé dur
(Triticumturgidum var. durum) est I’espéce la plus cultivée dans le bassin méditerranéen de
I'Afrique du Nord, il occupe dans le monde 5 % du total des terres réservées aux blés, avec
une production de 38 million métrique de tons en 2014.En Algérie, le blé dur occupe 45% Du
sol réservé aux céréales, soit 1,6 Mha, et qui offre une production de 2,5 millions de
tonnes(Kirouani et al., 2019).Cependant, Les céréales sont les principaux vecteurs de
mycotoxines car elles sontuniversellement consommées par I'hnomme et par les animaux. Elles
peuvent étre contaminées a plusieurs moments (en plein champ ou lors du stockage).Les
moisissures sont capables de produire plusieursmycotoxines (Nguyen, 2007). Elles
constituent un agent de détérioration trés important. Elles sont omniprésentes dans la nature et
possédent un arsenal enzymatique tres varié, ce qui leur permet de croitre sur divers substrats.
Elles diminuent la qualité technologique (taux du gluten) et sanitaire (allergie, agents
toxiques responsables de graves intoxications humaines et animales) réduisant la valeur
nutritionnelle, modifiant [’aspect organoleptique et enfin provoquant des problémes
économiques dus aux couts de détoxification des grains ou les rejets des produits
contaminés(Gacem, 2011).

Parmi les agents pathogenes qui peuvent contaminer les aliments, les champignons

mycotoxinogeénes constituent un danger réel pour la sant¢é de I’Homme et de 1’animal
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lorsqu’elles contaminent les différents produits alimentaires. La prolifération fongique et la
contamination par les mycotoxines alterent la qualité marchande des produits alimentaires
impliquant d’énormes pertes économiques(Amani, 2016).Les mycotoxines les plus
couramment rencontrées, et faisant I’objet d’une surveillance réguliére, sont les aflatoxines,
les ochratoxines.En Algérie, le manque de contréles sanitaires, le mauvais conditionnement
desaliments (lieux de stockage humides, chauds et mal aérés) ainsi que 1’absence
d’uneréglementation  stricte augmentent le risque de contamination par ces
métabolites(Guezlane-Tebibel et al., 2016).

Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail est d’effectuer un isolement des moisissures a partir
de blé dur commercialisé et extraire les mycotoxines produites par ces moisissures.

Notre manuscrit est subdivisé en 4 chapitres :

Le premier chapitre de ce manuscrit est consacré a la présentation bibliographique

Le deuxiéme chapitre est réservé a la présentation du matériel et a la description des méthodes
Les résultats et leurs discussions sont présentés dans le troisieme et le quatrieme chapitre

Une conclusion générale et les perspectives qui en découlent ainsi que les références

bibliographiques cl6turent ce manuscrit.
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Chapitre 1 : Synthese bibliographique

I.-Données générales sur le blé dur
1.Histoire du blé

Le blé est parmi les premiéres especes cueillies et cultivées par I'homme au proche Orient, il y
a environ 10.000 a 15.000 ans. Des restes de blés, diploides et tétraploides, ont été découverts
sur des sites archéologiques au proche Orient, le blé dur provient des territoires de la Turquie,
de la Syrie, de I'lraq et de I'lran(Ben Kaddour, 2014).

Historiquement la principale zone de culture du blé tétraploide (Triticumturgidum, var. durum
L.) est la région du pourtour de la méditerranée qui détient prés 80 % des superficies
emblavées. La moyenne des superficies emblavées en blé dur, des 10 derniéres années, de par
le monde, est de 16.9 millions d’hectares ce qui représente 7.6% de la superficie totale
réservée a la culture des blés. Le Kazakhstan, le Canada, la Turquie, I’Italie et 1’ Algérie sont
les pays qui représentent plus de 50 % de la superficie mondiale du blé dur (Hannachi, 2017)
. Ainsi, c¢’est seulement dans la seconde moiti¢ du XXe siécle qu’il est devenu clair pour la
communauté scientifique qu’il n’existait pas d’ancétres sauvages des blés hexaploides et que
les blés hexaploides cultivés résultaient d’hybridation spontanée entre blés tétraploides
cultivés et especes sauvages diploides (Bonjean, 2001).

2. Définition et origine

Le blé est une monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre Triticum. Cette
plante annuelle produit un fruit sec indéhiscent, le caryopse. Le blé tendre (Triticumaestivum)
et le blé dur (Triticumdurum) sont les deux especes les plus cultivées dans le monde
(Debiton, 2010).

La détermination de 1’origine de chacun des génomes du blé est difficile du fait de I’évolution
des especes. Les connaissances actuelles concernant ’origine des génomes du blé ont été
acquisesgraces a des éetudes cytologiques. Mais le développement des outils moléculaires a
permis d’affineret de compléter ces connaissances (Ben Kaddour,2014) .

Les primo-agriculteurs sélectionnent, en vue d’une culture plus productive, des blés et orges a
grains plus gros, a épis plus riches en grains, moins égrenables et a tallage plus intense et
mieux synchronisé, ce qui conduit a la formation d’épis plus nombreux et mieux groupés dans
le temps, donc aisément recoltables. Actuellement, les deux especes les plus cultivées sont le
blé tendre (Triticumaestivum) et le blé dur (Triticumdurum) qui semble étre I’espéce la plus
ancienne(Attab, 2014).
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3. Classification botanique et description morphologique du blé dur

3.1. Classification botanique

Le blé dur est une plante herbacée, appartenant au groupe des céréales a paille. 1l est une
monocotylédone classée de la maniére suivante (Naville, 2005 ;BenKaddour, 2014).appelé
aussi céreale a paille appartient a la famille des Graminées, genre Triticum. Cette famille
comprend 600 genres et plus de 5000 espéces (Ben Kaddour, 2014).

Le blé appartient a la classification suivante (Attab, 2014) :

Regne Veégetal
Embranchement Spermaphytes
Sous-Embranchement Angiospermes
Classe Monocotylédones
Ordre Cypérales
Famille Poacées

Tribu Triticées

Genre Triticum

3.2. Description morphologique

3.2.1. L’appareil végétatif

Le blé se présente d’abord comme une plante herbacée, dont I’appareil végétatif se caractérise
par un :

3.2.1.1. Systéme aérien

La tige creuse ou chaume, dont les entre-nceuds ne se sont allongés qu'a la montaison, port des
feuilles engainantes a nervures paralléles, issues chacune d'un nceud. Comme chez toute les
graminées, la présence et la forme des oreillettes ou stipules et de la ligule, au point
d'insertion de la feuille autour de la gaine, permet de déterminer I'espéce de la plante
examinée avant l'apparition de 1’épi (Soltner, 2012).

Comme pour d’autres poacées, les feuilles de blé dur se composent d’une gaine entourant la
tige, d’un limbe qui s’aligne avec les nervures paralleles et d’une extrémité pointue. Au point
d’attache de la gaine de la feuille se trouve une membrane mince et transparente (ligule) et
deux petits appendices latéraux ou oreillettes. La tige principale et chacun des brins portent
une inflorescence en épi terminal (Hadjout, 2013).
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3.2.1.2. Systéme radiculaire : L’épi de blé :

L’appareil végétatif du blé comprend en partie souterraine un systéme racinaire fasciculé
assez développé. L’épillet se compose d’un ensemble de 3 ou 4 fleurs a I’intérieur de deux

glumes (Attab, 2014).

Un systéme primaire (racines séminales) : ce systéme de racines fonctionne de la germination
a la ramification de la plante c'est-a-dire au tallage. Ces racines sont d’origines embryonnaires

cependant associés dans le grain aux différents parties de I’embryon ce sont :

v’ - une racine principale résultant de 1’allongement de la radicule.
v’ - deux paires de racines latérales.

v' - une racine épiblastique.

Systéme secondaire (racines adventives) : c’est un systeme de racines coronaires ou systéme
de racines de tallage. Il se forme des le tallage et se substitue parallélement au systeme
séminal (Ben Kaddour, 2014).

3.2.2 Appareil reproducteur

Le rachis, ou axe de L’épi, port de 15a 25 épillet constitués chacun de 3a4 fleur la disposition
de celles-ci fait ressortir une caractéristique d'une grand importance, c'est-a-dire que la
fécondation a lieu a l'intérieur des glumelles, avant que les étamines n'apparaissent a
I'extérieur de ce fait, la conservation de la pureté variétale sera parfaite d'une génération a
l'autre, puise le croisement accident par le pollen dautres varitétés  est quasi
impossible(Soltner, 2012).

3.2.3. Grain de ble

Le grain de blé est un fruit sec indéhiscent (caryopse) constitué d’une unique graine
intimement soudée a I’enveloppe qui la contient. De la surface externe vers le centre du grain,
on distingue 1’enveloppe du fruit ou péricarpe, puis I’enveloppe de la graine, ou testa, et enfin
a I’intérieur de la graine, 1’épiderme du nucelle, I’albumen et le germe (Figure 1) le germe est

riche en lipides et contient des vitamines B et des minéraux (Barronetal., 2012).
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Figurel: Anatomie du grain de blé tendre. Le grain de blé est constitué de trois parties :
I’embryon, 1’albumen et les couches périphériques (Bonnot, 2016).

4. Cycle de développement du blé
- Dans ce cycle annule, une série d'étapes séparées par des stades repéres, permettent de
diviser en deux périodes la vie des céréales :
- la Période végétative : durant laquelle la plante ne différencie que feuilles et des racines ; la
période reproductrice : dominée par l'apparition de I'épi et la formation du grain (Soltner,
2012).
A. Période végétative

A.1.Phase germination-levee
Cette phase correspond a la mise en place du nombre de pieds/m2. Le sol est percé par le 6

coléoptile qui est un étui protecteur de la premiere feuille. La levée est notée quand 50% des
plantes sont sorties de la terre. Pendant cette phase, les jeunes plantes sont sensibles au

manqgue d'eau qui provoque une perte des plantes et au froid qui provoque le déchaussage

(Salmi, 2015).
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A.2. Le tallage

Le début du tallage est marqué par I’apparition de I’extrémité de la premiére feuille de la talle
latérale primaire. 1l est caractériseé par trois caractéristiques :
* Formation du plateau de tallage,
» Emission des talles,
* Sortie de nouvelles racines.
L’importance du tallage dépendra de la variété, de la densité de semis, de la densité
d’adventices et de la nutrition azotée. Le tallage marque la fin de la période vegétative et le
début de la phase reproductive, conditionnée par la photopériode et la vernalisation qui
autorisent 1’élongation des entre-nceuds (Ait-Slimane-Ait-Kaki, 2008).
B. Période reproductrice
B.1. Montaison-floraison
La montaison est des phases les plus critiques du développement du blé. Les stress hydrique
ou thermique au cours de cette phase affectent le nombre d’épis montants par unité de surface.
La phase de montaison se termine une fois 1’épi prend sa forme définitive a I’intérieur de la
gaine de la feuille étendard qui gonfle, ce qui correspond au stage gonflement (Ouanzar,
2012).
C. Période remplissage et maturité du grain
C.1.Floraison-maturité
La période floraison-maturité correspond a l'accumulation des hydrates de carbone et de
I'azote dans le grain Cette période correspond a la formation des 8 dernieéres composantes
constitutives du rendement qui est le poids de 1000 grains. Le remplissage du grain, aprés la
floraison, se fait de deux facons :

v’ Par la migration d'une partie des réserves de la tige.

v Par la photosynthése des parties de la plante encore vertes (feuilles, épis, barbes).

Les fortes températures au cours de cette période provoquent l'arrét de la migration des
réserves des feuilles et de la tige vers le grain (échaudage du grain). Puis suit le dessechement
du grain, pour atteindre son poids sec final (Salmi, 2015).
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Figure 2 : Cycle de développement du blé (Salmi, 2015).

5. Importance et production du blé

Le blé continue de dominer le commerce mondiale devant le mais(Soltner, 2012).La
production du blé dur (Triticumturgidum var. durumDesf.) ne représente que les 5% de la
production totale du blé tendre (Triticumaestivum L.) qui, au cours des 3 derniéres années, a
dépassé les 700 millions de tonnes(Hannachi, 2017).D’un point de vue quantitatif, c’est une
céréale cultivée avec plus de 600 millions de tonnes par an. Les deux principales espéeces
actuellement cultivées sont le blé commun ou blé tendre, riche en amidon, cultivé un peu
partout dans les régions tempérées et le blé dur, riche en amidon et en gluten, cultivé dans des
zones plus chaudes et plus séches (Meghazi, 2015).

On distingue deux types de blé importants sur le plan économique :

- Le blé tendre, cultivé principalement dans les régions de hautes latitudes, a pour débouché

principal la production de farine panifiable.
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- Le blé dur, essentiellement cultivé dans les zones chaudes et seches du globe (le Sud de
I'Europe et le Nord de I’ Afrique), est une céréale trés riche en gluten utilisée pour produire les
semoules et les pates (Attab, 2014).

Figure 3:Lieux de production, routes d’échanges et d’utilisation du blé dur dans le
monde(Hannachi, 2017).

Le blé dur, produit traditionnel ancré dans la tradition avec la semoule, le couscous et les
pates alimentaires, a longtemps constitué la base de ce régime alimentaire unique au monde,
reconnu par ’'UNESCO comme patrimoine culturel immatériel de I’humanité, en 2013. Or, le
blé dur est de plus en plus concurrencé par le blé tendre (pain), Le blé est I’'une des grandes
plantes nourricieres de [’humanité et sa production a accompagné la croissance
démographique, avec un triplement entre 1961 et 2014. Le blé dur, avec environ 6 % de la
production mondiale de blés, figure loin derriére le blé tendre. Selon le Conseil International
des céréales, la production de blé dur atteint en moyenne 38 millions de tonnes par an,
(Abecassis et al., 2014).

Le blé dur demeure la base de I’alimentation en Algérie (semoule, principalement, et pates).

On observe cependant une progression rapide du blé tendre (pain, biscuiterie, patisserie) avec
I’occidentalisation du modéle de consommation. L’orge et le mais sont destinés
principalement a 1’alimentation animale. Les disponibilités en céréales (ou consommation
apparente théorique) s’¢levaient en 2009 a 230 kg par habitant en Algérie (87% en bl¢) contre
206 en Tunisie et 175 au Maroc (Rastoinet al., 2014).
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I1.- Les moisissures pathogeénes du blé
Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes qui ont des actions

bénéfiques mais aussi né fastes pour 1’homme. Ils sont ubiquitaires les aliments sont
généralement des milieux tres favorables a leur développement. Plusieurs moisissures
notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium sont connues pour étre des
contaminants des produits agricoles et/ou pour leur capacité a produire des métabolites
secondaires toxiques (Nguyen, 2007).

1. Morphologie
Elles sont multicellulaires mais la nation de cellule est assez floue car leur structure est
mycelienne et coenocytique.
La paroie est riche en cellulose ou en chitine.
Le corps ou thalle d’une moisissure est fait de 2 parties.
Le myceélium et les spores, le mycélium est un ensemble de plusieurs filaments appelés
hyphes (Ait Abdelouahb, 2007).

2. Caractéeres généeraux

Les moisissures sont des microorganismes filamenteux et immobiles, dont la structure

cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique, les champignons microscopiques sont
généralement hétérotrophes, saprophytes et ubiquitaires grace a leurs aptitudes métaboliques
étendes (Houansouet al., 2020).

3. Caracteres physiologiques
Ce sont des eucaryotes, non photosynthétiques, hétérotrophes et immobiles sur milieu a pH
acide (pH compris entre 3 et 7) Elles sont mésophiles Elles sont a 1’origine d’altérations
superficielles, (Ait Abdelouahab, 2007).

4. Classement des moisissures
La classification de Kwon Chung et Bennett (1992) modifiée par de Hoog et Guarro (1995)
est la plus utilisée actuellement : le régne des champignons est divisé en quatre « phylum» ou
embranchements: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota, et Basidiomycota

5. Conditions de développement des moisissures
Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes : elles peuvent se developper
seulement si le milieu lui permet de phagocyter les substances nutritives complexes du
milieu : la moisissure est obligée les transformer préalablement en molécules simple

absorbables ceci est rendu possible grace a des dépolymérises qui sont excrétées dans
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I’environnement. Sous leurs actions les polymeéres complexes sont transformés en molécules
simple (monosaccharides, acides gras, acides aminés) (Tabuc, 2007).

5.1. Activité en eau (AW)

La plupart des moisissures préférent une aw entre 0.85 et 0.99 pour leur développement. I’aw
minimale permettant le développement de la plupart des champignons contaminant les
céréales est de 0.7 (Nguyen, 2007).

5.2. Température

Les moisissures peuvent se développer entre 0°c et 35c®, certaines especes sont capables de se
développer a des températures extrémes : Cladosporiumherbarum peut se développer a des
températures inférieures a 0°c et A. flavus ou A.fumigatus jusqu’ 60°c (Nguyen, 2007).
5.3.PH

Les micromycetes peuventse développer dans une large gamme de pH : elles se développent
normalement pour de pH compris entre 3 et 8, leur croissance étant normalement optimale
entre 5 et 6. En raison de leur acidité (ph < 6) de nombreux aliments (Tabuc, 2007).

5.4. Lumiere

La lumiere favorise la maturation des conidies et germination des spores. Les moisissures
sont. Généralement. Indifférents a I’action de lumiére (Tabuc, 2007).

5.5. Composition gazeuse

La plupart des moisissures sont aérobies. La réduction de la pression partielle en oxygéné et
surtout 1’accroissement de la teneur en CO2 ont un effet inhibiteur important sur la
toxinogénése (Nguyen, 2007).

5.6. Interactions microbiennes

La compétition pour les nutriments et I’espace est un phénomeéne rencontre fréquemment dans
le monde vivant. La présence simultanée de plusieurs espéces de microorganismes dans le
méme milieu détermine des interactions entre les différentes espéces les conditions
environnementales peuvent favoriser certaines espéces et défavoriser les autres (Tabuc,
2007).

5.7. Présence d’insectes
Les insectes représentent les principaux vecteurs de spores de moisissure de champet dans les

lieux de stockage. Les insectes en dégradant la paroi des grains favorisent la contamination.

Par les moisissures et la production des mycotoxines. (Tabuc, 2007).
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6. Principaux genres fongiques
Les études mycologiques sur les céréales seches révélent souvent des quantités importants de
moisissures de champ particulierement des espéces d’alternerai et fusaruim. Ainsi que les
mycetes xérophiles capables de provoquer la détérioration du substrat (Nguyen, 2007).
- Les genres les plus importants de point de vue économique et médical sont les Aspergillus le
Penicillium et les Fusarium qui représentent les contaminants les plus fréquents des aliments
on les retrouve principalement dans les céréales (Tabuc, 2007).
7. Identification des moisissures

L’identification des trés nombreuses especes fongiques susceptibles de coloniser les
aliments et d’en altérer les qualités, voire de produire des mycotoxines est une étape
indispensable a 1’évaluation du risque mycotoxique.
Cette identification a pendant longtemps ¢été exclusivement basée sur ’observation des
caracteéres culturaux et morphologiques de I’espece. Les progres récents de la biologie
moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a I’identification (Tabuc, 2007).1I existe
maintenant des criteres moléculaires qui permettent une identification précise des espéces, les
loci les plus souvent testés sont les ADN codant pour les différentes fractions des ARN
ribosomaux (Boudih, 2011).
8. Types de moisissures
8.1. Les moisissures de champ
Les principaux genres sont : Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium et Fusarium. Ces
moisissures peuvent survivre pendant des années dans la graine seche. Parmi les quatre
genres, la toxicité du Fusarium spp présente un grand risque pour la santé humaine et
animale. Les espéces de ce genre contaminent diverses cultures, principalement le mais, le
blé, le mil et le sorgho, ainsi que des plantes ligneuses. Le genre Fusarium est considéré
comme "champignon des champs", qui secréte sa toxine lorsque les conditions lui deviennent
favorables (Sara, 2016).
8.2. Les moisissures de stockage
Les champignons de stockage (par exemple les Penicillium et Aspergillus) qui tendent a
contaminer les denrées alimentaires pendant leur stockage,(Atoui, 2006). Les moisissures
xerotolérantes ou «de stockage», les plus redoutables font partie des Aspergillus spp.et les
Penicillium spp. (Nadjetet al., 2016).
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I11.- Les mycotoxines

1. Nature et origine des mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du grec « mycos » qui signifie champignon et du latin « toxicum »
qui signifie poison. Les mycotoxines sont considérées parmi les contaminants alimentaires les
plus significatifs en termes d’impact sur la santé publique et I’économie de nombreux pays
(Aman, 2016).

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits principalement par des
champignons filamenteux qui, lorsqu'ils sont consommeés, provoquent des réponses
pathologiques chez les hotes animaux ou les consommateurs.Définies fonctionnellement
plutdt que structurellement, les mycotoxines dérivent de nombreuses voies métaboliques
primaires.Par des associations opportunistes ou mutualistes, les insectes herbivores infligent
des dégats qui peuvent prédisposer les plantes a l'infection par des phytopathogenes
producteurs de  mycotoxines, entrainant une  contamination  économiquement
importante(Berenbaum et al., 2021) .

Les mycotoxines peuvent étre classees en polycétoacides, terpenes, cyclopeptides et
métabolites azotés selon leur origine biologique et leur structure. On peut aussi classer les
mycotoxines plus simplement selon leurs principaux effets toxiques. On distingue parmi les
groupes de mycotoxines considérées comme importantes du point de vue agro-alimentaire et
sanitaire les aflatoxines, les ochratoxines et en particulier I’ochratoxine A, la patuline, les
fumonisines, la zéaralenone et les trichothécénes et tout spécialement le déoxynivalénol. I
convient de remarquer que dans un groupe structural de toxines, la toxicité peut varier
considérablement d’une toxine a une autre et que le danger n'est pas toujours lié a la toxine
elle-méme, mais peut aussi provenir de ses métabolites (Afssa, 2009). Il s’agit de petites
molécules peu solubles dans 1’eau, peu volatiles et difficilement métabolisées par les

organismes vivants. Elles sont trés stables a 1’acidité et a la chaleur (Ruppol et al., 2004).
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Tableaul : Quelques espéces fongiques productrices de mycotoxines (Atoui, 2006).

Mycotoxines Moisissure

Aflatoxines B1, B2, G1 et G2 Aspergillus parasiticus, A. flavus
Citrinine P. cltrinum, Monascusruber
Déoxynivalénol(DON),Nivalenol F. tricinctum, Fusarium sp

Fusarenone, Toxine T2

Fumonisines F. monoliforme, F. proliferatum, Fusarium. sp
Monolifirmine F. proliferum, F. subglutinans
Ochratoxines A, B, C A. Ochraceus, A. carbonariu

Penicillium verrucosum, P. nordicum

Patuline P. ochraceus, P. cyclopium, P. puberulum
Stérigmatocystine A .nidulans, A. versicolor
Zeéaralénone Fusarium roseum, Fusarium sp

2. Effets des mycotoxines

Les propriétés chimiques et biologiques des mycotoxines sont diverses et leurs effets toxiques
sont extrémement variables. Ces effets concernent en général la carcérogénocité, la
génotoxicité, la tératogénocité, la néphrotoxicité, 1’hépatotoxicité et I’immunotoxicité Les
mycotoxines sont des métabolites capables de provoquer chez I’homme des syndromes
spécifiques. Non seulement les mycotoxines sont dangereuses pour la santé du
consommateur, mais elles altérent aussi la qualit¢ marchande des produits contaminés
entrainant ainsi de fortes pertes économiques (Zinedine, 2007)

Les effets chroniques (exposition répétée a de faibles voire trés faibles doses) sont les plus
redoutés en raison des habitudes alimentaires et du pouvoir de rémanence de ces toxines. Les
effets toxiques sont de nature variée (tableau 2). Certaines mycotoxines sont reconnues ou

suspectées d’étre cancérogenes (Afssa, 2009).
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Tableau?2 : Principaux effets de certaines mycotoxines (Brochard et al., 2009).

Mycotoxines Effets avérés ou suspectés
Aflatoxines Hépatotoxique - Mutagene - Cancérogéne — Immunotoxique
Ochratoxine A Néphrotoxique - Cancérogene — Mutagéne

Fumonisine B1 Neurotoxique - Hépatotoxique - Immunotoxique— Cancérogene

Trichothécénes Hématotoxique - Immunotoxique - Toxicité cutanée

Zearalénone (Estrogénique - Effets sur la fertilité et la reproduction
Patuline Neurotoxique - Mutagéne (in vitro)
Citrinine Néphrotoxique

Stérigmatocystine | Hépatotoxique — Cancérogéne

3. Les moisissures mycotoxinogenes

La mycotoxinogénese est un phénomene d’une grande complexité, c’est ’ensemble des
conditions nécessaires au processus de synthése et de sécrétion des mycotoxines fongiques
dans D’environnement, la croissance fongique et la production des mycotoxines sont
intimement liées, une moisissure toxinogene peut synthétiser différentes mycotoxines, et un
type de mycotoxine peut étre produit par plusieurs moisissures. Bien que toutes les
mycotoxines soient d’origine fongique, tous les composés toxiques produits par les
champignons ne sont pas appelés mycotoxines (Rkiba, 2020).

3.1. Les Aflatoxines

Les aflatoxines sont produites par les champignons Aspergillus flavus et A. parasiticusque I'on
retrouve, entre autres, dans les pays d'Afrique sub-saharienne au climat tropical. Les
aflatoxines posent des problémes de sécurité sanitaire des aliments pour de nombreux pays.
Ils affectent les produits agricoles, en particulier les céréales et sont nocifs pour I'homme
(Hanviet al., 2021) .
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Figure4 : Aflatoxines et fumonisines : deux familles de mycotoxines aux propriétés tres
différentes (Guerre et al., 2000) .

3.2. Les Ochratoxines

Ochratoxine A (OTA): métabolite ~ secondaire de champignons des
genres Aspergillus et Penicillium peuvent contaminer principalement les aliments a base de
céréales. Le traitement thermique (y compris la cuisson) peut réduire les niveaux d'OTA, mais
peut également produire des mélanges racémiques avec l'isomére 2'R-ochratoxine A (2'R-
OTA) (Bryla, 2021) .La famille des ochratoxines comprend une dizaine de molécules
connues, mais I’ochratoxine A est le représentant le plus important. L’ochratoxine A ou OTA
(Tableau3) est produite par des espéces d’Aspergillus (A. ochraceus) et de Penicillium

(P.verrucosum, P. viridicatum) ce qui en fait un contaminant pouvant étre produit dans des
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conditions assez variables. En effet, la température optimale de production de ’OTA par
I’ Aspergillus ochraceus est de 28 °C, cette production étant fortement réduite a 15 °C ou 37
°C. Au contraire, Penicillium viridicatum se développe et peut produire de I’OTA dans une
gamme de températures qui varie de 4 a 30 °C. Dans les régions froides, 'OTA est donc
plutét produite par des Penicillium, alors que dans les régions chaudes, ce sont plutdt les
Aspergillus qui la synthétisent(Lucienne et al., 2021).

Tableau3: structure de L’ochratoxine A(Lucienneetal., 2021).

Masse Formule brute
moléculaire 7

% 15
403,8 g/mol C20H18CINO6 ) g

3.3. Les Trichothécénes

Les trichothécénes constituent une grande famille de mycotoxines qui comprend plus de 160
molécules. Cette famille est caractérisée par une structure sesquiterpénoide constituée par un
squelette tricycligue nommé trichothécane, lequel est formé par un cyclopentane, un

cyclohexane et un cycle a six chainons oxygénés (Boulal et al., 2020) .

3.4. Les Zéaralénones

La zéaralénone est la principale mycotoxine produite par Fusarium graminearum .1l résiste a
la plupart des traitements opéres lors de la fabrication des aliments. Lorsqu'il est administré
par voie orale, il est bien absorbé et peut atteindre les cellules intracellulaires. Cibles lulaires.
Son métabolisme est complexe, dominé par des réactions de conju-gations considérées
comme voies de détoxification et réactions de réductions qui correspondent a une activation

biologique (Gaumy et al., 2001).
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3.5. Les fumonisines

Les fumonisines sont des métabolites secondaires produits dans les céréales par des
champignons pathogenes, a savoir Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum et especes
apparentées. De plus, Aspergillus nigri produit également les fumonisines dans les plantes

cultivées d'arachide, de mais et de raisin (Kamle., 2019).

4. Méthodes d’analyse des mycotoxines

4.1. Généralités

Les mycotoxines étant présentes a 1’état de traces dans les aliments et matiéres premicres
étudiés, il est indispensable d’avoir recours a des méthodes d’analyse extrémement
performantes. Qu’elles soient qualitatives ou quantitatives, ces méthodes reposent le plus
souvent sur le principe de séparation chromatographique, couplée a des procédés de détection
comme la fluorimétrie, la spectrophotométrie ou la radiodétection. Les méthodes physico-
chimiques comme la « chromatographie sur couche mince » (CCM), la « chromatographie
liquide a haute performance » (HPLC) et la « chromatographie liquide en phase gazeuse »
(CLPG) permettent la quantification des composés. Des méthodes plus récentes et plus
rapides sont fondées sur des principes immunochimiques comme le test ELISA (Enzyme-
LinkedImmunosorbentAssay) (Gauthier, 2016).

4.2. Description des méthodes physico-chimiques

Les méthodes physico- chimiques comme la chromatographie sur couche mince (CCM), la
chromatographie gazeuse (CPG) ou la chromatographie liquide haute performance (HPLC)
permettent la quantification des mycotoxines (Dragaccietal., 2005).

A. Chromatographie sur couche mince

La chromatographie sur couche mince (CCM) a beaucoup été utilisée initialement pour doser
les mycotoxines. Aujourd’hui, les analyses sont réalisées avec des instruments beaucoup plus
performants afin d’améliorer la détection, la sensibilité, la spécificité et la répétabilité. Ces
outils sont également utilisés pour automatiser les analyses, ce qui permet un gain de temps
considérable. Cependant, les étapes de préparation des échantillons ne peuvent étre
automatisees, ce qui limite le gain de temps global (Heit, 2015).

B. Chromatographie liquide a haute performance

Pour obtenir des profils spectraux a partir de mélanges moléculaires ou d'échantillons isolés
par chromatographie, des détecteurs a barrette de diodes (également appelés détecteurs DAD
ou plus précisément detecteurs HPLC a barrette de photodiodes [PDA]) sont utilises. Un

détecteur HPLC PDA est combiné avec un systeme de separation élue par poids moléculaire,
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hydrophobicité (phase inverse) ou charge ionique, ce qui les rend importants pour
HPLC. Détecteurs PDA utilisés pour analyser les molécules dans différentes conditions telles
que des solides ou des solutions statiques, ou dans une cellule a écoulement, il fournit une

analyse spectrale a faible bruit (Singhetal., 2020).

C. Chromatographie en phase gazeuse

La CPG s’applique aux composés gazeux. Le mélange a étudier est vaporisé a I’entrée d’une
colonne contenant la phase stationnaire (liquide ou solide). Il est ensuite transporté a travers
cette colonne a 1’aide d’un gaz vecteur (phase mobile). Les différents composés du mélange
vont se séparer et sortir de la colonne, les uns aprés les autres, suivant leur affinité avec la
phase stationnaire. La CPG est peu utilisée car elle impose de volatiliser la molécule a
analyser. Cependant, elle présente I’avantage d’étre aisément associée a la spectrométrie de
masse, qui facilite I’identification de la molécule (Gauthier, 2016).

4.3. Méthodes immunologiques

Deux techniques sont utilisées pour l'analyse des mycotoxines : le dosage
radioimmunologique(RIA) et dosage immuno-enzymatique (ELISA). Le RIA ajoute a la
réaction milieu un anticorps spécifique et une quantité de mycotoxine radiomarquée, qui est
incubée avec I'échantillon d'essai. La concentration de mycotoxines est déterminée en
comparant les résultats d'un motif rectiligne. La technique ELISA est basée sur la réaction
specifique antigene-anticorps, elle peut étre concurrentielle directe ou indirecte. En technique
directe, un extrait de I'échantillon est ajouté a la solution et la dissolution de la mycotoxine
liée de maniére covalente a lI'enzyme est observée. La compétition indirecte utilise un
deuxiéme anticorps dirigé contre la région constante du premieranticorps. La liaison du

premier anticorps dépend de la quantité d'antigéne dans I’échantillon (Buenoetal., 2014).
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I. Etude mycologique des grains de ble dur

Ce travail a été realisé au sein du laboratoire de mycologie de la faculté des sciences de la
nature et de la vie et sciences de la terre a I’'université de Ghardaia.

1. Echantillonnage

La collection des échantillons de blé dur a été effectué au niveau des points de commerce
situent a la commune de Metlili, Wilaya de Ghardaia. Par la suite, les échantillons ont été
transportés au laboratoire dans des sacs en papier stériles ou ils sont soumis a des analyses
microbiologiques et mycotoxicologiques.

2. Milieux de culture

Deux milieux de culture (composition en annexe) ont été utilisés pour I’isolement des
moisissures a partir des grains de blé dur. Il s’agit des milieux PDA et Sabouraud. Apres leurs
préparations et stérilisation a 121 °C pendant 15 minutes, ces milieux ont été refroidis a 45 °C
et coulés dans des boites de Pétri stériles. Le chlorampheénicol est ajouté apres sa filtration a
0,22 pm.

3. Désinfection des grains

Les grains de chaque échantillon de blé ont été désinfectés en surface dans I’eau de javel(5°)
puis dans 1’éthanol, pendant une minute. Apres deux ringage a 1’eau distillée stérile, les grains

ont été séchés avec du papier filtre stérile pour étre, ensuite, ensemencés.

=
i
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Figure 5 : Etapes de désinfection des grains de blé dur.
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4. Isolement des champignons mycotoxinogénes a partir des graines de blé dur

Pour isoler la mycoflore des échantillons de blé dur considérés, nous avons utilisé Trois
méthodes :

4.1. Méthode d'isolement directe

Cette méthode consiste a ensemencer les grains de blé directement sur milieux d’isolement
solides PDA et SAB, (3 boites pour chaque milieu), a I’aide d’une pince stérile et a raison de

5 grains par boite aprés désinfection superficielle. Aprés 1’ensemencement ces boites sont

incubées a 28°C pendant 4 a 6 jours a I’obscurité(Figure6) jusqu’a apparition des moisissures.

F 3

e >

e

2
L

L

Figure 6 : Techniques d’isolement des souches fongiques a partir des grains de blé dur par la
méthode directe sur PDA.

4.2. Méthode d’isolement indirecte

Autrement dite méthode de suspensions-dilutions. Elle consiste apréparer une solution mere a
partir de chaque échantillon de blé. 1g de grains broyés aseptiqguement a été additionné a 9ml
d'eau physiologique contenu dans un tube a essai, ce qui correspond a la solution mere
(dilution1/10). A partir de cette solution, des dilutions décimales sont réalisées jusqu'a la
dilution-3; 100 uL ont été prises de chaque dilution a 1’aide d’une micropipette puis étalés
dans des boites de Petri contenant les milieux PDA et SAB (2 répétitions) (Figure7 et 8).
Apres 1I’ensemencement, les boites sont incubées & 28°C pendant 4 a 6 jours a 1’obscurité
jusqu’a apparition des champignons. Le développement bactérien a été inhibé par I’adjonction

du chloramphénicol.
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Figure 7 :L’isolement des souches fongiques par la méthode indirecte.

1 g blé broye

== | o]
Saolution mére | E 2 E
Dilution -1 S "‘
vortex vortex
B C

Figure8 : Techniques d’isolement des souches fongiques a partir des grains de blé dur par la
méthode indirecte.
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4.3. Méthode d'isolement de filtre en papier stérile

Cing (5) grains de blé sélectionnés au hasard de chaque échantillon ont été mises dansune
boite de Pétri stériles contenant du papier filtre stérile, imbibé avec I'eau physiologique
stérile(3 répétitions) (Figure9).

Figure 9 : Isolement par la méthode de filtre en papier stérile

5. Purification des isolats
La purification est réalisée par le transfert des colonies développées sur des boites contenant
le milieu de culture PDA (chaque colonie récupérée dans une boite). Afin d’obtenir un
développement typique du champignon, I’inoculation est réalisée en un seul point au centre de
la boite ; puis incubé a 28°C pendant 6 jours.
6. Identification des souches fongiques
L’identification des champignons contaminants les graines de blé dur repose sur
6.1. Identification macroscopique
L’¢tude des caracteres morphologiques macroscopiques a porté sur tous les groupes de
moisissures isolées. Les caractéristiques étudiés sont:
v Au niveau du mycélium : la couleur et la texture du thalle, la couleur du revers de la
colonie et la vitesse de croissance apicale
v' Au niveau des spores: la densité sur le thalle, I’aspect des spores (granuleux,
poudreux), ’'uniformité de la couleur des spores, la présence de pigment diffusible et
les exsudats (Djossou, 2011).
v" L'identification se faite a I'ceil nu puis en utilisant une binoculaire
6.2. Identification microscopique
L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes. Les

caractéres microscopiques ont été observés par le prélevement d'un fragment mycélien a l'aide
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d'une ansede platine stérile. Le fragment a été dilacéré sur une lame portant une gouttedel’eau,
puis le tout a été recouvert d’une lamelle. L’observation a ¢té faite avec le microscope
optique-LCD numérique. La méthode microscopique du mycélium utilisée est basée sur
I'absence ou la présence de cloisons, la couleur des filaments mycéliens, le mode de
ramification des cloisons et la différenciation des thallospores (Houansouet al., 2020).

I1. Etude mycotoxicologique

1. Détection des mycotoxines au niveau du substrat

25 g de I’échantillon de blé dur finement broyé ont été additionnés a 50 ml d’un mélange de
solvants (acétate de éthyle — méthanol V/V). Le mélange a été agité pendant 10 min et la
phase liquide a été séparée du culot par filtration. Cette opération a été répétée en additionnant
successivement 50 et 30 ml du solvant au liquide récupéré a chaque fois apres filtration.

Le filtrat a été ensuite concentré jusqu’a un volume de 2 a 3 ml par évaporation au rotavapor.
L’extrait obtenu a été étalé sur un gel d’agar a 2 % et a pH 7 coulé préalablement sur boites de
pétri puis solidifié. Les boites ont été laissées entrouvertes afin de permettre 1’évaporation du
solvant d’extraction, puis elles ont été gardées a 4°C pendant 24 heures. Apres la diffusion
des mycotoxines a I’intérieur de la gélose, la surface a été essuyée a plusieurs reprises avec du
papier filtre imbibé d’hexane pour éliminer les macromolécules de la matiére organique. Le
gel d’Agar a été ensuite découpé en petits carreaux et mélangé avec 100 ml de acétate de
éthyle. Le tout a été agité pendant 10 minutes puis filtré. Le liquide obtenu a été ensuite
additionné a 50 et 30 ml d’acétate d’éthyle et agité a chaque fois qu’il est récupéré apres
filtration. Les filtrats obtenus ont été également mélangés puis concentrés a 1’aide d’un

rotavapor jusqu'a un volume de 2 a 3 ml (Zuber et al., 1987).

24

——
| —



Chapitre 11: Matériel et Méthodes

FigurelO : Détection des mycotoxines au niveau du substrat A) broyage de blé dur, B) le
solvant+le blé dur, C) filtration de mélange, D) étalement de 1’extrait, E) découpage de
milieu,F) évaporation de I’extrait.

Echantillonne de blé dur Broyage fin Z5g de brovat
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|
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| 1 T

!
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-
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+
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Figurell : Procédé d’extraction des mycotoxines a partir du substrat (Zuber et al., 1987).
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2. Production de mycotoxines sur milieu de fermentation

La Production de mycotoxinesa été effectuée a partir des isolats fongiques sur milieux de
culture solides. La fermentation a été suivie par extraction en utilisant des solvants
organiquespuis séparation des extraits obtenus par chromatographie sur couche mince CCM.
2.1. Préparation et ensemencement des milieux de culture

Deux milieux de culture ont été choisis pour la production des mycotoxines. Il s’agit des
milieux CYA (CzapekYeast Agar) et CAM (Coconut Agar Medium). Ils ont été choisis pour
leur pouvoir a favoriser la production des mycotoximes notamment les aflatoxines et les
ochratoxines. Les milieux sont prépareés, stérilisés puis coulés dans des boites de Petri.
L’ensemencement des souches fongiques sur CAM et CYA est fait par point centrale (une

souche par boite). Les boites sont ensuite incubées a 28°C pendant 7 jours (Figure 12).

' -
<
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Figure 12 : Ensemencement du milieu de fermentation.
2.2. Extraction des mycotoxines
En vue d'une confirmation de la production des mycotoxines par CCM, les cultures des isolats
sur milieu CAM et CY Aont subi une extraction au méthanol selon la méthode décrite par
Calvo et al. (2004).
v" A prés 7jours d’ incubation, quatre rondelles (6mm de diamétre) de milieu colonisé par
le mycélium sont découpée a l'aide d’ un emporte-piece du centre vers la périphérie de
la boite de petrie, les carottes découpes sont introduites dans des tubes Eppendorf de 2
ml :
v’ Textraction des mycotoxines est réalisée par addition de 1 ml de méthanol, tout en
écrasant les morceaux de gélose afin de faciliter 'extraction.
v’ aprés incubation pendant 1 h a température ambiante et a labri de la lumiére, le

mélange est centrifugé pendant 10 minutes a 12000tours/minutes puis le surnageant
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est aspiré a l'aide d'une micropipette puis injecté dans un autre tube Eppendorf, le

filtrat est conservé a labri de la lumiére et a une température de +4°C pour une

analyse ultérieur.

Figurel3 : Extraction des mycotoxines a partir du milieu de fermentation
1) rondelles de gélose +1 ml de méthanol, 2) le mélange est centrifugé,3) filtration de
mélange.
2.3. Détection des mycotoxines par la chromatographie sur couche mince (CCM)
La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base qui permet une séparation
efficace des mycotoxines. Elle a été faite sur une plaque de gel de silice sur laquelle est
déposé un spot de 10 a 15uL de chague extrait concentré.
L’utilisation de deux systémes de solvants d’élution pour le développement de CCM :
v' Le ler systéme est constitué par le chloroforme et 1’acétone (90/10) v/v.
v' le 2éme systéme composé par (toluéne, acétate d’éthyle et 1’acide formique de
volume (50/40/10 v/viv).
Les plagues ont été ensuite placées dans les deux cuves contenant les systemes
d’élution. Apres migration et évaporation du produit d’élution a sec, la plaque a été
examinée sous une lampe a UV a une longueur d’onde de 365 nm. La présence des
mycotoxines se traduit par des fluorescences caractéristiques (Figure 14). (Elsaadani,
2019).
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Figurel4 : Préparation de la plaque CCM

A) CCM d’extrait de substrat, B) CCM d’extrait de chaque isolat apres fermentation.

3. Révélations Chimiques

3.1. Révélation des mycotoxines extraites a partir du substrat

A. En utilisantFeCls

Préparer 1g de FeCls dissous dans 100ml d'eau distillée, agiter pendant 10 minutes.
pulvériser de la solution sur les plaques CCM, lire directement le résultat sous radiation UV a
une longueur d’onde de 365 nm.

B. En utilisant AgNO3

Préparer 1 g de meélange de nitrate dargent(AgNO3) avec 100 ml d'eau distillée et agiter
pendant 10 minutes. Pulvériser ensuite sur les plaques CCM, lire directement le résultat sous
radiation UV a une longueur d’onde 365 nm (Scott et al., 1970).

Figurel5 : Révélations Chimiques des mycotoxines
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3.2. Révélation des mycotoxines extraites a partir de chaque isolat

A. En UtilisantH2SO4

Préparer 10ml d'acide sulfurique H2SOs, puis ajouter 40ml de méthanol, pulveériser la solution
sur plagues CCM, puis mettre la plaque en four Pasteur a 110 °C, pendant 10 minutes, puis
lire directement le résultat sous UV a une longueur d’onde de 365 nm (Bilan, 2015).

Tableau 04 : Couleurs avant et apres traitement chimique (tableau de référence), (Bilan,
2015 ; Scoot, 1970).

Mycotoxines Fluorescence Réactifs de couleur
a 365 nm Sous UV
H,SO,
Aspertoxine jaune clair vert- jaune
Ochratoxine B Blue sans couleur
Acide sécalonique D Foncé brun clair
8a-(3-méthylbutyryloxy)- 4B, 15- grisplomb
diacétoxyscirp- -9-én-3a-ol
Aflatoxine G1 Verte vert gris
Aflatoxine B1 Bleue green-grey
6p-Hydroxyroscnonolactone rouge-orange
Ochratoxine A Vert sans couleur
Acide cyclopiazonique Foncé rouge-marron
Zéralénone bleu pale jaune clair
Stérigmatocystine orange vert gris
Mycotoxines Lumiere visible FeClI3 ou AgNO3
(lumiere visible)
Citrinin Jaune Orange gris
[ =)
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1. Etude mycologique des grains
1.1. Mise en évidence de la flore fongique contaminant les échantillons de blé dur
Apres 6 jours de I’incubation, nous avons pu déterminer la croissance de 10 isolats fongiques
au total répartis selon les méthodes d’isolement comme suit : 7 isolats obtenus par la méthode
directe, 3 isolats par la methode indirecte des suspensions-dilutions et aucun isolat n’a été
enregistré par la méthode de filtre en papier stérile. La répartition selon les milieux
d’isolement a montré la croissance de 6 isolats sur le milieu PDA, tandis que 4 isolats ont cru
sur milieu Sabouraud.
Apres une reconnaissance primaire des isolats nous avons pu affilier : 4 isolats au genre
Alternaria, 3 isolats au genre Ulocladium, 2 isolats au genre Aspergillus et un isolat au genre
Penicillium (tableau 5 et figure 16).

Tableau5 : Les différents genres fongiques obtenus a partir de blé dur

Genres Pourcentage
Alternariasp. 40%
Ulocladium sp. 30%
Aspergillussp. 20%
Penicilliumsp. 10%
Genres

40%

30%

20%

10%

0%
Alternaria sp Ulocladium sp  Aspergillus sp Penicillium sp

Figurel6 : La flore fongique isolée a partir du blé dur.

1.2. Identification des souches fongiques isolées
1.2.1. Identification macroscopique
L’étude macroscopique a été réalisée par 1’observation des caracteres culturaux a I’ceil nu et a

I’aide d’une loup binoculaire. Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau(06)
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Tableau6 : Caracteres macroscopiques des souches isolées des grains de blé dur

Aspect macroscopique des isolats

Surface (recto de la boite)

Revers (verso de la boite)

Aspect macroscopique

Recto : couleur
Jaune verdatre
Verso: couleur jaune
Aspect: velouté
Croissance lente

Recto : couleur verte
bleuéatre
Verso : jaune pale
Aspect :texture
poudreuse

Croissance lente

Recto : couleur noir puis
gris clair
Verso : noir foncé
Aspect: Croissance
rapide

Recto : couleur noir
grisatre puis gris clair
Verso :brun noiratre
Aspect: texture
poudreuse
Croissance rapide
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Recto : couleur noir
Verso :noir puis gris
clair
Aspect: texture
poudreuse

Croissance rapide

Recto : noir puis gris

blanchatre
Verso : noir puis brun
Aspect: laineuses

Croissance rapide

Recto : couleur noir
Verso : noir puis gris
clair
Aspect: texture
poudreuse

Croissance rapide

Recto : couleur vert puis
jaune clair puis blanche
Verso : couleur jaune
Aspect: texture

poudreuse

Croissance rapide

——
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Recto :gris foncé puis
noir

Verso : noir puis gris

v

foncé

Aspect: texture

el poudreuse

Croissance rapide

Recto : noir puis noir
grisatre puis gris
Verso : noir puis gris
Aspect: texture

poudreuse

Croissance rapide

1.2.2. Identification microscopique
L’¢étude microscopique a été effectuée a 1’aide un microscope optique-LCD numérique. Parmi
les isolas observés 4 ont présenté les caractéristiques micro-morphologiques suivantes :
v" Des conidiophores sont solitaires ou formant de petits groupes, simples ou ramifiés
v Les conidies se forment en longueur, souvent branchées en chaine jusqu’a 10
conidies par chaine elles sont septées avec cloisons transversales et longitudinales
Ces isolats semblent appartenir au genre Alternaria(Larone, 1987)
- 3isolats ont présentés les caractéristiques suivantes
v" Des conidies rondes et globuleuses portent plusieurs striations
v Filaments septés, fin et régulier
Ces isolats pourraient appartenir au genre Ulocladium
- 2isolats ont présenté les caractéristiques suivantes :
v Conidiophore : long, hyalin.
v" Phialides formées directement sur la vésicule ou sur des métules.
v’ Spores: claires, globuleuses ou ovoides, plus ou moins colorées ou noiratres selon les
isolats.
v’ Téte aspergillaire: bisérée, radiée.

Ces souches semblent appartenir au genre Aspergillus
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_Unisolat a présenté les caractéristiques suivantes :
v" Mycélium cloisonné, conidiophores simples ou ramifiés, parfois regroupés
terminés par un pénicille.
v'Phialidie donne naissance a des spores.
v'Penicille constitue de phialides branchés directement a I'extrémité du conidiophore.
Ces souches appartiennent probablement au genre Penicillium.

Tableau7 : Caractéres microscopiques des souches isolées des grains de blé dur

Aspect microscopique X40 ou X100 Identification de la souche

Aspergillus sp. 1

Penicillium sp.1

Ulocladium sp. 1

Alternaria sp. 1
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Alternaria sp. 2

Ulocladium sp. 2

Alternaria sp. 3

Aspergillus sp. 2

Ulocladium sp. 3
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Alternaria sp. 4

2. Etude mycotoxicologique

2.1. CCM de P’extrait obtenu a partir du substrat

La chromatographie sur couche mince a été effectuée pour I’extrait obtenu a partir du substrat
de blé et pour les extraits obtenus a partir des isolats fongiques. Les résultats ont montré que
dans les deux cas, les chromatogrammes obtenus sont différents selon les systemes éluant et
que chacun contenant plusieurs taches séparées et certaines d’entre elles sont fluorescentes
sous UV & 365nm (tableau 8, 9, 10 et 11).

Tableau 8 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des mycotoxines a partir

de substrat

Extraitde substrat

Plaque CCM
(Chromatogramme)
Systemes des acetate de éthyle Toluéne- acétate d’éthyle-
solvants méthanol v/v (90:10) acide formique

V/V/(50:40:10)
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Tableau9 : Les valeurs Rf des spots séparées a partir de I’extrait de substrat

Systéme de Numéro Couleur des taches sous Longueur Rapport
Solvant des taches d’onde 365 nm frontal Rf
Chloroforme- 1 Orange Rf1 =0,16
acétone v/v (90:10) 2 Vert claire Rf2 =0,38
3 Orange Rf3 =0,75

4 Vert Rf4 =0,98

Toluéne- acétate 1 Vert claire Rf1 =0,15
d’¢éthyle-acide 2 Rose Rf2 =0,42
formique VIV 3 Jaune Rf3 =0,51
(50:40:10) 4 Bleu Rf4 =0,67

5 Vert Bleu fluorescent Rf5 =0,86

Tableau 10 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des taches a partir des

extraits des isolats

Plaque n° 1

Plaque n° 2

Plaque n° 3

Plaque n° 4

A B

C D

s 5

E F

o9

G H

acétate de éthyle _
méthanol v/v (90:10)

Toluene- acétate
d’éthyle-acide
formique
V/V(50:40:10)

acétate de éthyle _
méthanol v/v (90:10)

Toluéne- acétate
d’éthyle-acide
formique
V/V(50:40:10)

A: Alternariasp. 1
B: Ulocladiumsp. 1

C: Ulocladiumsp. 2
D: Aspergillus sp. 2

E: Aspergillus sp. 1 G: Alternariasp. 3

F: Penicilliumsp

H: Alternariasp. 4

——
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Tableau 11: Les valeurs Rf des spots séparées a partir des extraits des isolats

Systéme de Les souches Numéro des | Couleur des taches sous Longueur Rapport
solvant taches d’onde 365 nm frontal Rf
Ulocladiumsp. 1 Vert Rf1=0,42

Alternariasp. 1 1 Vert Rf1 =0,30

Chloroforme- 2 Vert Rf1 =0,88
acétone v/v | Ulocladium sp. 2 1 Vert Rf1 =0,88
(90:10) Aspergillus sp. 2 1 Vert Rf1=0,6

2 Vert claire Rf1 =0,84

3 Vert claire Rf3 =0,88

Aspergillus sp. 1 1 Bleu Rf1 =0,3

2 Vert Rf2 =0,79

3 Jaune Rf3 =0,94

Toluene- Penicillium sp. 1 1 Bleu Rf1=0,16
acétate 2 Bleu Rf2=0,19
d’¢éthyle- 3 / Rf3 =0,27
acide 4 vert jaunatre Rf4 =0,35
formique 5 Vert Rf5=0,52
VIV(50:40:1 6 Bleu Rf6=0,58
0) 7 Bleu Rf7=0,85
Alternaria sp. 3 1 Bleu Rf1 =0,25

2 Bleu Rf2 =0,39

3 Vert claire Rf3 =0,7

4 Vert claire Rf4 =0,9

Alternaria sp. 4 1 Vert claire Rf1 =0,67

2 Vert claire Rf2 =0,90

2. Réveélations Chimiques

En raison du manque des mycotoxines standards au niveau de notre laboratoire qui peuvent

étre servir comme des témoins permettant la détection des mycotoxine par CCM, nous avons

pensé a une autre méthode de détection. La méthode des révélations chimiques est connue

pour son utilisation dans la seconde moitié du vingtiéme siécle. Elle consiste a controler les

——
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changements des couleurs sous lumiére visible et/ou Ultraviolet au niveau des taches entre
avant et aprés leurs pulvérisations par des réactifs chimiques.

3.1. Révélation chimique des chromatogrammes CCM obtenus a partir de I’extrait du
substrat

Les résultats obtenus en utilisant le réactif FeCl3 n’ont pas montré des données exploitables
(Figure 17-A). Par contre, I’utilisation du AgNO3 a révélé la compatibilité au changement de
couleur avec le tableau de référence pour une tache (Rf=0,51) qui a changé sa couleur apreés
pulvérisation de la couleur jaune vers orange ce qui est compatible avec la présence probable

de la citrinin.

Figure 17 : Chromatographie sur couche mince présentant des spots des mycotoxines
produites a partir de substrat apreés révélations chimiques (FeCls /AgNO:s)
A) En UtilisantFeCls; le systeme de solvant 1 : le chloroforme et acétone,

B). En UtilisantAgNOs ; le systeme de solvant 2 : toluéne, acétate d’éthyle et acide formique.
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3.2. Révélation chimique des chromatogrammes CCM obtenus a partir des extraits des
isolats fongiques

La pulvérisation des 4 plaques CCM contenant les taches séparées a partir des extraits des
isolats nous n’a permis de trouver une compatibilité au changement de couleurque dans la
plaque n° 3 contenant les extraits des isolats Aspergillu ssp. 1 et Penicillium sp.1. Il s’agit de
la tachen® 2 (Rf=0,79) de I’extrait d’Aspergillus sp. 1 et la tache n° 6 (Rf=0,58) de I’extrait de
Penicillium sp.1. La premiere tache a changé sa couleur de vert a vert gris ce qui correspond
probablement a I’aflatoxine G1 et la deuxieme tache a changé sa couleur du bleu a vert gris

ce qui nous indique la présence probable de la mycotoxine aflatoxine B1. Quant au reste des

plaques CCM (1,2 et 4), les résultats ne sont pas exploitables.

Figurel8 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des mycotoxines

apres révelation H2SO4 (Plaque n°3)

40

——
| —



Chapitre 111: Résultats et discussion

Figurel9 : Chromatographie sur couche mince présentant les spots des mycotoxines
apres révelation H2SO4 (Plaque n° : 1, 2 et 4) (Résultat négatif)
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Discussion

Le travail que nous avons abordé a pour objectif d’isoler a partir du blé dur commercialisé au
niveau de marché des moisissures et tester leur pouvoir a produire des mycotoxines. Les
résultats de I’isolement a montré 1’échantillon utilisé est contaminé par les moisissures. Les
genres qui sont représentés sont : Alternaria,Ulocladium, Aspergillus et Penicillim. Il est a
rappeler quelLes céréales sont des vecteurs importants de mycotoxines puisqu'elles sont
universellement consommées par ’Homme et les animaux. L'enquéte réalisee par Pittet a
I'échelle mondiale (1998) montre que de 25 a 40 % des céréales sont contaminées par des
mycotoxines (yalannikouriseet al., 2002). Les céréales sont, sans doute, les matiéres
premiéres les plus exposées a la contamination fongique (Senouciet al., 2012).Ces quatre
genres isolés appartenant a deux groupes distincts sont été énumérés: les groupe de "champs”
comme Alternaria, Ulocladium et ceux appartenant au groupe de "stockage" sont Aspergillus
et Penicillium. Une prédominance a été remarquee pour le genre Alternaria.

La dominance de ce genre dans le blé qui est non traité semble étre due a ’humidité élevée
des échantillons. Ces mémes résultats ont été constatés par Weindenborner et al. (2000) et
Lors de la contamination du blé, les parametres régulant la croissance fongique et permettant
la production de toxines sont nombreux. On cite principalement la charge initiale en
mycoflore, la présence de grains brisés, le taux d’humidité relative élevé, le pH et la
température de stockage des grains (Gacemet al., 2011).la fort fréquence de ce genre dans le
blé, et la présence de ulocladium et Aspergillus, Penicillium concordent avec par Aoueset al.
(2017)et par Gacemet al. (2011).les conditions de recolte des grains et surtout celles de
stockage ont une grande influence sur le développement des moisissures ainsi que le facteur
temporel lié au stockage (Belkacem-Hanfiet al., 2013).

Nous signalions ici que le genre Alternaria regroupe plus de 100 espéces ubiquitaires
extrémement répandues dans les sols, la végétation, 1’air ou les aliments, Cependant la
majorité des especes du genre Alternaria sont des champignons phytopathogénes inféodés a
une famille de plantes ou a une plante spécifiquement. Ils sont généralement présents sur les
semences provoquant des manques a la levée ou des fontes de semis(Calmes, 2011).

Dans notre travail nous avons utilis¢ pour I’isolement les milieux de culture PDA et
Sabouraud additionnés le chloramphénicol. Ces milieux sont les principaux milieux
d’enrichissement de base qui favorise la culture des champignons microscopiques (Aloui,

2018).
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En ce qui concerne 1’étude mycotoxinogéne, nous avons fait une extraction directe a partir du
substrat de blé et une autre a partir de chaque isolat fongique. La culture a été faite sur les
milieux CYA et CAM. Le choix de ces milieux est basé sur leur pouvoir a favoriser la
production des mycotoxines notamment les aflatoxines et les ochratoxines(Matmoura et al.,
2019).Les extraits que ce soit de substrat ou d’isolats sont par la suite soumis a une séparation
de chromatographie sur couche mince. Les systemes de solvant utilisés sont le mélange
(Chloroforme- Acétone 90/10 ; V/V) et (Toluéne-éthyle acétate acide formique, 50:40:10).
Ces systémes sont connus pour leur utilisation de séparation des mycotoxines notamment
pour les aflatoxines et les Ochratoxines successivement (Lafont et Lafont, 1980).Les
résultats obtenus ont montré plusieurs taches séparées et certaines sembles fluorées sous UV
visible a 365 nm. Les révélations chimiques ont indiqué la présence de citrinin au niveau du
substrat de blé ainsi que la production de 1’aflatoxine G1 par Aspegillussp. 1 et I’aflatoxine B1
par Penicilliumsp. 1. Les Aspergillus et les Penicillium sont responsables de moisissures
nuisibles au stockage, altérent la qualité des grains en produisant éventuellement les
mycotoxines tellesque les aflatoxines, les ochratoxines, 1’acide penicillique, la citrinine, la
patuline,...etc. (Matmoura et al., 2019).

Les aflatoxines constituent un groupe de dix-huit composés dont quatre sont les formes les
plus couramment rencontrées dans les aliments. Il s’agit des aflatoxines B1, B2, G1 et G2
produites par la moisissure Aspergillus et qui sont les plus toxiques. La production des
mycotoxines par les champignons est une conséquence combinée de la propriété génétique de

la souche et de son environnement (Blumenthal, 2004)
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Conclusion

Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire de mycologie de la faculté des sciences de la
nature et de la vie et sciences de la terre a I’'université de Ghardaia.
Dans le but de rechercher des moisissures contaminant le blé dur et mycotoxinogénes, nous
avons collecté quelques échantillons de blé au niveau de quelques points de vente a la
commune de Metlili wilaya de Ghardaia. L’isolement a ét¢ mené en utilisant les milieux de
culture PDA et Sabouraud additionnés du chloramphénicol afind’inhiber la contamination des
bactéries. Nous avons pu isoler 10 isolats appartenant aux différents genres a savoir :
Alternaria,Aspergillus,Ulocladium et Pénicillium. Certaine dominance a été remarquée par le
genre Alternaria. La recherche des mycotoxines a été suivie globalement dans le substrat du
blé et au niveau de chaque isolat par la méthode de CCM suivie des révélations chimiques.
Les résultats ont indiqué que le substrat de blé contient probablement la citrinin tandis que les
isolats ont montré leur pouvoir producteur des mycotoxines. La souche d’Aspergillussp. 1
produit probablement 1’aflatoxine G1 tandis que la souche de Penicilliumsp. 1 produit
I’aflatoxine B1.
En fin nous pouvons dire que la présente étude a montré que le blé commercialisé au niveau
des points de vente de Metlili n’est pas dépourvu des moisissures contaminant qui peuvent
produire des mycotoxines nuisible pour la santé humaine et animale.
En perspectives de cette étude nous pouvons citer ce qui suit :

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

- ldentification moléculaire des souches fongiques isolées du blé dur

- Rechercher des antifongiques ciblant les champignons mycotoxinogenes.
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Composition des milieux de culture

Potato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre (macération 500 mL de filtrat) 200 g
Dextrose 10g
Agar 159

Eau distillée 1000 mL
pH 7

Sabouraud additionné de chloramphénicol

Peptone pepsique de viande 5¢
Glucose 20 ¢
Chloramphénicol 0,59
Agar 10g

Eau distillée 1000mL
pH 7,0

Composition de I’eau physiologique

Chlorure de sodium (NaCl) 19
Eau distillée 100mL

Milieu Czapek Dox + Extrait de levure(CYA)

Sucrose 309¢
Agar 209
KH2PO 1g
KCL 1g
MgSO4 1g
FeSO4 0.02g
NaNO3 69
Extrait de levure 2,50
Eau distillée 1000 mL
pH 6
Milieu Coconut Agar Medium ( CMA)
Noix De Coco 100g
Eau Distillée 1000 mL
Agar 209
pH 7
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Résumé
L’objectif de notre étude est I’isolement a partir de blé dur des moisissures et étudier leur pouvoir producteur des
mycotoxines. Pour cela, nous avons collecté quelques échantillons de blé dur a partir de divers points de commerce a
Metlili (une commune de la wilaya de Ghardaia). L’isolement effectué par la méthode des grains (directe) sur milieu
PDA et Sabouraud ajoutés du chloramphénicol, nous a permis d’obtenir 10 isolats fongiques contaminants. Aprés une
identification préliminaire macro et microscopique, ces isolats ont été affiliés au 4genres: Alternaria (40%), Ulocladium
(30%), Aspergillus (20%) et Penicillium (10%). L’extraction des mycotoxines a été effectuée globalement a partir du
substrat de blé et a partir de chaque isolat fongique inoculé sur les milieux solides CMA et CYA. La détection a été faite
par Chromatographie sur Couche Mince (CCM) et sous lumiére UV a 365 nm. Les résultats ont montré plusieurs taches
séparées par CCM et fluorées sous UV, cependant leur identification aproximativeen utilisant des révélations chimiques
a révélé en utilisant nitrate d’argent la presence de Citrinin au niveau du substrat de blé et la production de I’ Aflatoxin

G1 par Aspergillus et de I’aflatoxine B1 par Penicillium sp.laprés I’utilisation de H2SOa.

Mots clés: Blé dur, moisissures, mycotoxines, CCM.

Abstract

The objective of our study is to isolate microscopic fungi from durum wheat and to study their ability of mycotoxin
production. For this, we collected some samples of durum wheat from various trade points in Metlili (a town in the
wilaya of Ghardaia). The isolation by the grain method (direct) on PDA and Sabouraud media added chloramphenicol,
allowed us to obtain 10 fungal isolates. After preliminary macro and microscopic identification, these isolates were
affiliated to the 4 genera: Alternaria (40%), Ulocladium (30%), Aspergillus (20%) and Penicillium(10%). The
extraction of mycotoxins was carried out globally from the wheat substrate and from each fungal isolate inoculated on
CMA and CYA media. Detection was made by Thin Layer Chromatography (TLC) and under UV light at 365 nm. The
results showed several spots separated by TLC and fluorinated under UV, however their approximate identification
requires chemical revelations which revealed the presence of Citrinin in the substrat and production of Aflatoxin G1 by

Aspergillus and Aflatoxin B1 by Penicilliumsp. 1,according to the use of H, SO, .

Key words: durum wheat, microscopic fungi, mycotoxins, TLC







