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Ré e

Nos aliments peuvent parfois présenter des risques sanitaires si les conditions de culture,
d’élevage de fabrication de commercialisation de conservation sont mauvaises.

Dans ce cadre s’inscrit le probléme de nuisances occussionées par le développement dans les
denrées alimentaires.

Les arachide et les amande sont des fruits a coque oléagineuses qui constituent un substrat
préférable pour les moisissure qui peuvent provoquer une altération technologique et sanitaire
induisant un risque accru de contamination croisée par les mycotoxines, leur danger toxique et
cancérigenes pour ’homme et animal

A cet affet , ’objectif de se travail s’inscrit dans le cadre de problématique de mycotoxine
débutant par une analyse mycologique : isolement et purification de la mycoflore dans les
arachides et les amandes avec ces différents catégorie d’échantillons commercialisées avec
coque décortiquée et sans enveloppe et ce la par deux méthodes : la méthode directe d’Ulster
et la méthode classique de dilution

Il ressort de ces travaux la dominance des genres Aspergillus, Penicillium et des mucorales
qui témoignent les mauvaises conditions de stockage et commercialisation.

Les souches ainsi identifiées sont 5 Aspergillus : A.parasiticus, A.ochraceus A.tamari ,
A.niger , A.terreus , A.fumigatus.

Et 4 souches de Penicilliums : P.hispanium, P.italicum , P.verrucosum ,P.expansum.

Les souches toxinogénes sont A.flavus et A .parasiticus sécrétrice d’aflatoxine et
A.ochraceus sécrétrice d’ochratoxines.

Mots clé : arachides , amandes , stockage , moisissures , mycotoxines
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Abstract

The present study focused on the study of the mycological quality of samples of peanuts and
almonds marketed in the Algerian Republic

50 peanut samples and 50 samples of almonds were taken from different wholesalers in the
town of Tlemcen

The mycological study by two methods:

From ulster and the dilution method showed a large number of fungal contaminants.

After microscopic identification, the single spore method was used to disclose the main

toxinogenic strain incriminated in the production of mycotoxin.

The identification strains are A.flavus A .spp A.niger for peanuts and Alterneria ,Penicillium

.Spp A.niger for almonds.

Keywords: fruit a shell; Mold; Mycotoxin: genus; species
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Introduction

Les fruits a cogue sont mondialement consommeés. Cependant, elles sont intégrées
dans notre alimentation car ils sont un véritable atout santé, En plus d’étre savoureuses, elles
se réveélent étre de puissants antioxydants et aideraient également a prévenir les maladies
cardiovasculaires et certains cancers.

Malgré leur bénéfique énergiques et leur forte teneur en produits (oleaproteagineux)
accompagnee d’autres condition environnemental, ces aliments sont propice a des
contaminations par des microorganismes particulierement les moisissures (Marie-paule,
2003).

Ces dernier peuvent se développe sur la plante pendant leur culture ou sur les graine en phase
de pré récolte ou en pendant récolte sinon pendant le stockage.

Les moisissures constituent un agent de détérioration tres important. Ils sont
omniprésents dans la nature et possédent un arsenal enzymatique tres varié, ce qui leur permet
de croitre sur divers substrats. Les moisissures diminuent la qualité sanitaire (allergie, agents
toxiques responsables de graves intoxications humaines et Animales.

Mycotoxines, réduisant la valeur nutritionnelle, modifiant I'aspect organoleptique.
Elles sont reconnues pour leurs caracteres cancérogénes, immunosuppresseurs, cestrogenes,
tératogenes etc. Elles peuvent aussi étre a la base d’énormes pertes économiques a
I’agriculture et aux industries agroalimentaires. Au vu des gigantesques pertes économiques
et des problémes sanitaires dont les mycotoxines sont la cause ; un grand intérét leur est
actuellement accordé a travers le monde. Ainsi pour garantir la santé des consommateurs,
chaque pays se voit dans I’obligation d’adopter une législation spécifique pour les principales
mycotoxines dans les aliments susceptibles d'héberger des moisissures toxinogenes (Lubulwa
et Davis, 1994 ; Boudra, 2009).
L’objectif de notre travail est :

e Etude de la mycoflore totale de fruits a coque étudiés

e Identification des genres et des especes fongiques




Chapitre | : Généralités sur les fruits a coque
1. Historique et définition :
1.1.Arachide (cacahuétes) :

L’arachide (Arachis hypogaea), également appelée
cacahuete ou cacahouéte, pois de terre, pistache de terre et
pinotte (de l'anglais peanut), est originaire de I’Amérique du
Sud précisement sur la c6te nord-extréme du Pérou

L’arachide appartient a la famille des Fabacées, la tribu
des Aeschynomenées, la sous-tribu des Stylosanthinées, au
genre Arachis. Le genre Arachis comporte soixante neuf

especes dont la presque totalité sont des especes diploides

Avsclus lyposaes 1

sauvages (Krapovickas et Gregory.1994).

Au plan nutritionnel, ’arachide est une oléo Figure 1 : Arachis hypogea.
Gallery., 1983).

protéagineuse. La graine d’arachide contient 45 a 52%

d’huile qui est de meilleures qualités nutritionnelles comparativement aux autres oléagineux,
et est riche également en protéines (12 a 36 %). Elle constitue une importante source de
protéines faciles a digérer, de sucres, de vitamines E la vitamine A. tableau n°2 (Dwividi, s et
al., 2003).

1.2.Amande :

L'amande (Prunus dulcis) est une graine oléagineuse a
la chair pale, croquante, douce ou ameére (pour les amandes
sauvages). L'amandier serait originaire des plateau et
montagne d’Asie occidental des régions chaudes et seches du
Proche et du Moyen-Orient amande appartient des rosacées, la
tribu des Amygdalées .le genre Prunus comporte nombre
d’espéce .au  plan  nutritionnel [D’amande est une
oleoproteagineuse elle est Oblongue et aplatie, pointue a

I'extrémité portant le germe, elle est couverte d'une peau

brune légérement velue. Si cette peau est retirée, I'amande est

dite mondée. Leur calibre varie de 34/36 mm a

Figure 2 : Prunus dulcis.

36/38mm (Markal., 2012).I’amande est trés riche en (Gallery.,1983).

protéines, glucide, et vitamine (voir le tableau n°2).




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.

2.Systematique des fruits a coque :

Tableau n°1 : systématique de 1’arachide et I’amande (annonyme., 2000).

Arachide

Amande

Régne :plantea

Regne :plantea

Classe

: mangoliopsida

Classe : magnoliopsida

Ordre : fabales

Ordre : rosales

Fam

ille : fabaceae.

Famille : rosaceae.

Genre : arachis.

Genre : prunus.

hypogea

Nom binomial : Arachis

Nom binomial : prunus

dulcis

3.Composition chimique des arachides et des amandes :

Tableau n°2 : Composition chimique des arachides et amandes selon le codex alimentarius.

Amande Arachide (cacahuétes)
Les valeurs
Quantité AJR % Quantité AJR %
Valeur énergétique 634kcal 32% 636kcal 32%
Lipide 53.49 76.28% 49.6¢ 71%
Protéine 25.49 50.8% 25.99 52%
Glucide 1.5¢ 0.58% 14.89 5%
Eau 4.199 1.01g
E 14.6mg 121.6% 1.17mg 10%
Vitamine
C 0.5mg 0.62% 0.0667mg 1%




Chapitre 11 : la micoflore des arachides et des amandes
la micoflore des graines des fruit a coque est banale, a tendance xérophile et
cosmopolite ; a la récolte la flore des graines comporte de tres nombreux genres de bactéries,

de moisissures de levure (Richarrd-Molard ., 1982).

1.Bactérie :
Le nombre de bactérie peut éteindre plusieurs millions par gramme sur les grains
fraichement récoltes; la population bactériennes est essentiellement constitué

d’Entérobactéries notamment les coliformes (Benmansour., 2005).

2.Levures :

elles dépendent fortement des conditions climatiques, au moment de la récolte ; les
genres les plus rencontrés sont :Sacchomyces, Candida , Hansenula , Kluveromyces (Richard
Molard., 1982).

3.Moisissures :

Se sont des champignons caractérisés par un thalle filamenteux , le mycélium qui se
bouture aisément par fragmentation ,mais différencie aussi des organes varié de
multiplication :spores.les moisissure sont les microorganisme les plus redoutable pour les

graines stocké (Bouix et al.,1993 ) ,(Bourggeois et al., 1996) .

4.Géneralité sur les moisissures :

Les moisissures sont des organismes eucaryotes pluricellulaires capables de se
développer sur divers substrats. Elles sont hétérotrophes vis-a-vis du carbone et dégradent les
matiéres organiques en les transformant en matiéres minérales qu’elles assimilent par
absorption. Les moisissures ont un réle capital dans le cycle de la matiére.
En effet en dégradant les matiéres organiques elles participent a la formation de I’humus ; la
couche supérieure du sol. Elles sont omniprésentes dans notre environnement (sol, eau,
plantes...) et sont véhiculées par I'air, les matiéres premiéres, les hommes et les animaux.
Il ya environ 99 000 especes fongiques ont été decrites mais on estime que leur nombre total
pourrait atteindre 5 millions (Kupferschmidt., 2012).

Les moisissures sont des champignons filamenteux hétérotrophes qui ont des actions

bénéfiques mais aussi néfastes pour ’homme. Ils sont ubiquitaires. Les aliments sont




géneralement des milieux trés 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 (Cahagnier et al ., 1998) ;(Doyle et al., 1998) ;(Meyer et al. ,2004).
Les moisissures toxinogénes peuvent se développer sous tous les climats, sur tous les
supports solides ou liquides des I’instant ou les conditions nécessaires a la croissance décrites

précédemment sont réunies (Paterson., 2006).

5.Facteurs influencant le développement des moisissures :
5.1 Développement pendant le stockage :

Le stockage du grain a genéralement lieu dans des silos. Des mauvaises conditions de
stockage associées au facteur temps peuvent étre favorables au développement de la flore
fongique de stockage notamment lorsque les systémes de ventilation sont insuffisants pour
assurer une bonne régulation de la température. Lorsque la contamination des fruit a coque
par les mycotoxines a lieu au cours du stockage, elle est liée au développement de moisissures
capables de croitre sur des substrats contenant 10 a 18% d’humidité

Bien qu’elles soient peu exigeantes, la réunion de certains facteurs, nutritifs et
environnementaux est néanmoins nécessaire au développement des moisissures
(Oswald., 2000).

5.2. Les éléments nutritifs :
Ainsi, le Carbone et ’azote sont les ¢léments nutritifs les plus importants pour les
moisissures en sus de quelques ions minéraux (Potassium, Phosphore, Magnésium...) et ce,

en tres faibles quantités (Najih.2008).

5.3. Les facteurs environnementaux :

Ces substances nutritives sont souvent abondantes mais c¢’est généralement une bonne
combinaison des facteurs environnementaux déterminants que sont I’humidité, 1’oxygénation,
la température et le pH qui fait défaut entravant ainsi le développement des moisissures
(Najih.2008).

5.3.1.Humidité relative :
Elle est optimale entre 0,78 et 0,84 pour Aspergillus flavus .C'est le facteur le plus

important et commun a toutes les moisissures (Morceau., 1974).




5.3.2.Température :

les champignons sont classée selon la gamme de température a quelle il se développent
.on distingue quatre catégories des plus fréquents au mois fréquentes :mésophiles (0 a 50°c),a
température optimale de 15 a 30°c ,thermophile (20 a 50°c), psychrophiles (0 a 20°c).la
majorité des champignons sont mésophile (Roquebert., 1977).

La majorité des espéces se développent entre 22° et 27°. Pour la plupart des
champignons, surtout les moisissures dont mésophiles c’est a dire qu’il se développe autour
de 20° a 25°, pour Aspergillus flavus I'éventail va de 10 a 45°C (FAO., 1977); (DIO.,
1978) ;(Adary et Med., 1998)

5.3.3.Teneur en O2. CO2 :

La plupart des moisissures sont aérobies et exigent une bonne oxygénation et un taux
de CO2 inférieur ou égal a 10% cependant, certains tolérent des quantités relativement faible
d’oxygene et peuvent méme se développer en anaérobiose .

5.3.4. pH du substrat :

Le développement d’un champignon sur un substrat donné est liée a des propriétés
inhérentes au champignon telles que la capacité a produire des métabolites (enzyme,
pigments, synthese de toxine) .La tolérance au pH est assez grande pH = 2 a 7,5(Meletiadis et
al ., 2001).
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Chapitre 111 : Les mycotoxines

1.Généralité sur les mycotoxines :

Les thermes mycotoxine dérive du grec « mycos », signifiant champignon et du latin
toxicum signifiant « poison ». Les mycotoxine sont des molécules capables, a de faible
concentration, d’induire un effet toxique (Roboux et al.,2006).Ce sont des métabolites
secondaires produits a la fin de la phase stationnaires et phase de déclin.

Les mycotoxines peuvent se développer sur la plante au champ ou en cours de stockage et
doués de potentialités toxiques a 1’égard de I’homme et des animaux. Il existe environ 300 a
400 mycotoxine (Elidemir et al .,1999).Mais seule une trentaine possede de réelles propriétés
toxiques pré- occupantes. Ces toxines se retrouvent a 1’état de contaminants naturels de
nombreuses denrées d’origine végétale : notamment les céréales mais aussi les fruits, noix,
amandes, grains, fourrages, ainsi que les aliments manufacturés ou composés destines a
I’alimentation humaine et animale (Pierre., 2005).

Plusieurs genres de moisissures sont connus comme étant producteurs de mycotoxine, parmi
eux, Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Claviseps,Pinicillium.Une méme espéces fongique
peut produire plusieurs sortes de mycotoxines selon les conditions de culture et une méme
mycotoxine peut étre produite par plusieurs especes fongique différentes .Quelque exemples
de genres de moisissure et de leurs mycotoxines sont regroupés dans le tableau n°3.

Tableau n°3: principaux genres de moisissures et leurs mycotoxines associées (Boudih.,
2013)

Espece fongique productrice Mycotoxine associées

Gliotoxine , funagilline , acide helvolique ,
Aspergillus sp. trypacidine , fumitrémorgines ,
fumiquinazolines , aflatoxines , ochratoxines

,Stérigmatocystine .

Alternaria sp. Alternariol , acide , ténuazonique

Claviceps sp.
Alcaloide (ergotamine et dérives)

Trichothécéne (déoxynyvalénol , toxine T-2

Fusarium sp. L, . . Y
,diacetoxyscirpénol , nivalénol ), zéralénone ,
fumonisines , fusarine ,moniliformine
. Ochratoxine A ,pénitrem , acide
Penicillium

cyclopiazonique , patuline , citrinine

=



2.Structure des mycotoxines :

Les mycotoxines sont des metabolites de faible poids moléculaire, généralement inférieur

a 500 g/mol qui ont, pour la plupart, une structure hétérocyclique. Nous citons quelques

exemples de mycotoxines les plus connues.

e Les aflatoxines

Produites par plusieurs Aspergillus comme A. parasiticus entre 25 et 36°C (Molina et
Gianuzzi., 2002). Ce sont des dérivés coumariniques. Elles sont solubles en milieu polaire
organique (DMSO, méthanol, chloroforme). Les aflatoxines deérivent de la

stérigmatocystine. O 0

O OCHs

Structure de l'aflatoxine B1 Structure de la stérigmatocystine

Figure 3: Structure de I’aflatoxine B1 et de la stérigmatocystine.

e Lesochratoxines

Produites par les genres Penicillium et Aspergillus comme par exemple Penicilliun
viridicatum , P. verrucosum , A. ochraceus , A. niger . Ce dernier produit I’ochratoxine A a
une température optimale entre 20 et 25°C (Esteban et al., 2004). Les ochratoxines

résultent de la condensation d’un résidu phénylalanine et d’un dérivé isocoumarinique.

HOOC 0 OH o
N 0

iI-l CH,4

C]

Figure 4: Structure chimique de 1’ochratoxine A (OTA)

)
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e Les fumonisines

Produites par le genre Fusarium, il s’agit de chaines d’hydroxyles de carbone a la

différence des aflatoxines ou des ochratoxines. Les fumonisines sont solubles dans 1’eau.

0oR OH OH
CHs
HaC
CHy OR CHy OH MH3
R = COCHCH{COOHCHCO0H

Figure 5: Structure de la fumonisine B1.

e Lestrichothécenes

Elles sont produites par le genre Fusarium. C’est le cas de Fusarium
sporotrichiodes

Qui produit la toxine T2, le nivalénol, le déoxynivalénol sur mais (Molto et al., 1997).

H

Ol
I
T

\

I
o

Figure 6 : Structure du nivalénol.

e Lapatuline

Cette mycotoxine est produite par plusieurs Penicillium comme par exemple

P. expanseum qui produit la patuline entre 0 et 30°C (Sommer et al., 1974).

Figure 7 : Structure de la patuline.
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3.Mycotoxines d’importance majeure:

Tableau n°4 : mycotoxine majeur (FAO., 1992).

Types de moisissures

Mycotoxines

Aspergillus parasiticus

AflatoxinesB ,B ,G , G
1 2 1 2

Aspergillus flavus

Aflatoxines Bl, 82

Fusarium sporotrichiodes

Toxine T2

Fusarium graminearum

Déoxynivalénol, zéaralenone

Fusarium moniliforme

Fumonisine B1

Penicillium verrucosum

Ochratoxine A

Aspergillus ochraceus

Ochratoxine A

Penicillium expansum

Patuline

4.Les voies de la biosynthése des mycotoxine :

Les mycotoxines ne constituent pas une classe chimique a part. Elles ont trois origines
chimiques différentes : les acides aminés, les polycétoacides et les terpénes. Le tableau n°5

indique quelques exemples de mycotoxines et leur origine chimique.
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Tableau n°5 : Quelques mycotoxines et leur origine chimique.

Mycotoxines

dérivées des acides

Mycotoxines Mycotoxines dérivées des
derivées des acides terpenes

aminés Polycetoacide
Alcaloides de I’ergot Aflatoxines Toxine T-2
Gliotoxine Citrinine Verrucarrine
Roquefortine Stérigmatocystine Déoxynivalénol

Sporidesmine

Zéaralénone

Ochratoxines

La diversité de structure d’une mycotoxine a une autre résulte de la variabilité des

voies de biosynthese dont les réactions sont catalysées par différentes enzymes. Les

différentes voies de synthése des mycotoxines dérivent du coenzyme A (CoA). Celui-ci est

ensuite acétylé en un polycétide ou polycétoacide via une polycétide synthase (PKS), pour

conduire a la synthese des mycotoxines dérivées de ploycétoacides (Figure 8).

Glucides — GEP —

!

Acide knjique
(Arnstein & Berey)

Patuline
Ac. pénicillique

Fusachamanane
{Pavlowski et Miracha
1991)

Tryptophane
Alcalnides Ergat

Ac. cyclopiazanique
Sparidesmine
(Steyn 1980)

Figure 8:

~Ynie des pemtoses phospates

-Ynie des trinses phosphates w"l"'m
J Acetyl CoA — Cycle des acides
\ tricarboxyliques
"‘—,SHIH]MATES l

ACETATE Rubatoxine
» Acides Aminés ammaﬁques

rd
-> Polycétnacides ~ Mévalonate
Ochratoxine A AMiatoxines l
(Steyn 1380) Citririne

Griséofulvine Terpénes
Fumanisines Stérigmatocystine  Trichotécénes
(JARAC 1993) Léaralénane (Steyn 1980)
(Steyn 1980)

Biosynthése de quelques mycotoxines (Tabuc., 2007).

-



5.La mycotoxinogéneése :

La mycotoxicogénese est définie comme étant 1’ensemble de facteurs de synthese et
d’excrétion des mycotoxines. La synthése des mycotoxines, encore appelée toxinogeneése , est
un processus d’une grande complexité. Il semblerait qu’il s’agisse d’une réaction du
champignon face a des conditions environnementales stressantes (tempeérature, humidité trop
élevées ou trop basses)

La production des mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Par conséquent,
les facteurs capables d’influencer la croissance fongique vont aussi jouer un rdle sur la
toxinogénése.

D’une maniére générale, les conditions environnementales nécessaires a la production de
mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la croissance fongique

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

6.Les facteurs de mycotoxinogénése :
6.1. Facteurs intrinséques de la mycoxinogénése :

Toutefois, il n’existe pas de relation directe entre espéce fongique et mycotoxine. En
effet, une méme molécule peut-étre produite par plusieurs especes fongiques appartenant a
des genres différents. Par exemple, [’ochratoxine A (OTA) est produite par Penicillium
nordicum, P. verrucosum (Olsen et al., 2003), Aspergillus ochraceus (Van der Merwe et al.,
1965), Aspergillus niger (Abarca et al., 1994) et Aspergillus carbonarius (Horie., 1995).
Parmi les espéces réputées toxinogenes, toutes les souches n’ont pas forcément la capacité a
produire la (les) mycotoxine(s), ¢’est-a-dire que certaines souches sont fortement productrices
de toxines alors que d’autres le sont mais a des degrés moindre ou bien non toxinogenes
(Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz., 2002).

De méme, une espéce peut élaborer plusieurs mycotoxines comme par exemple
Aspergillus flavus qui peut produire entre autre les aflatoxines, 1’acide cyclopiazonique et

I’aspertoxine. Cependant, certaines mycotoxines sont étroitement liées a certaines especes
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fongiques : aflatoxines (A. flavus et A. parasiticus), sporidesmines (Pithomyces chartarum)
(Fitzgerald et al., 1998).

La toxinogénése d’un champignon ainsi que la quantité produite dépendent de la souche

(polymorphisme génétique) et du stade de développement de la mycéte (Blumenthal., 2004).

Enfin, la présence d’autres micro-organismes peut également modifier la
concentration finale de mycotoxines. Des taux d’AFBI1 ajoutée au lais avant fermentation
a des concentration de 600 a 1400 pg/kg , ont été réduits respectivement de 97 a 90% dans
le yaourt a pH 4 . I’hypothése émise est qu’au cours de la fermentation, les bactérie
lactiques dégraderaient I’AFB1 (Rasic et al., 1991). Une autre étude a également montré
que certaines especes fongiques seraient capables de dégrader des mycotoxines. C’est le

cas d’A. niger qui convertirait I’ochratoxine A sur milieu YES (Varga et al., 2000).

6.2. Facteurs extrinseques de la mycotoxinogénese :

Les facteurs extrinseques ou environnementaux affectant la production de
mycotoxines sont d’origine chimique, physique, physico-chimique ou biologique (Mitchell et
al., 2004). Cependant, ces facteurs agissent rarement d’une fagon indépendante (Lacey.,
1986) et leurs interactions sont habituellement plus importantes que 1’effet d’un facteur
simple.

6.2.1. Facteurs physiques, physico-chimiques et chimiques affectant la production des
mycotoxines :
6.2.1.1 Activité de I’eau :

L’activité hydrique nécessaire a la toxinogénése est supérieure a celle permettant la
croissance fongique (Pfohl-Leszkowicz., 2001).

La formation des aflatoxines par Aspergillus flavus nécessite une valeur d’aw
comprise entre 0,83 et 0,87 mais la croissance du microorganisme peut avoir lieu a des

valeurs d’aw plus basses (Troller., 1980).

6.2.1.2. Humidite :
La disponibilité en eau a une influence déterminante pour les différentes mycotoxines
y compris les aflatoxines, elle est compris entre 15 et 16 % et les toxines peuvent étre
synthétisées méme a 8 % dans le cas d’aflatoxines B1, le cas des grains secs ou fruits a coque

séchés.
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Alors que pour des teneurs en eau élevées (céréale humides ) la toxinogenése est plus

faible a cause du défaut d’oxynogénation résultant du tassement de la denrées et de la

moindre diffusion des gaz (le bars., 1982) .

6.2.1.3. Température :

La température optimale de toxinogénése est en général voisine de la température
optimale de croissance , tant en demeurant legérement inférieure tout en sachant que la
plupart des moisissure se développent entre 15 et 30 °c (Les aspergillus se plairont plutét vers
30c® ) sous des climats tropicaux , chaude et humides (moreau., 1996, Sylviane dragacci et
fremy ., 1999) .les conditions optimales se développement d’une moisissure donnée , sont 36
c® pour une AW de 0.95 , alors que ’aflatoxine est produit a 33 c® pour une AW de 0.9 (le
bars., 1982) .

la combinaison température / humidité est la plus importante parmi les facteurs

pouvant influer sur la toxinogeneése.

6.2.1.4.Composition gazeuse :
Généralement, la production de mycotoxines est plus sensible a la variation de la

composition de 1’air que la croissance fongique. La réduction de la pression partielle en
oxygene jusqu’a moins de 1% et I’accroissement des concentrations de CO2 empéchent
1’élaboration des mycotoxines (Keller et al., 1997) ; (Cairns-Fuller et al., 2005).

Apreés conservation dans une atmosphére confinée, dans laquelle les moisissures ne
peuvent plus ou moins se développer, la remise a 1’air libre ou la ventilation provoque

rapidement une intense toxinogénése.

6.2.1.5. Nature de substrat :

La toxinogenése dépend également de la nature chimique du substrat dans ou sur
lequel se développe I’espece fongique. Une méme espece fongique peut produire des
mycotoxines différentes selon le milieu. C’est le cas pour P. verrucosum qui produit de la
citrine sur milieu YES, a la fois de la citrine et de /’ochratoxine A sur milieu analogue au
pain, et aucune de ces deux mycotoxines sur un milieu analogue au fromage (eau 51%,
matiéres grasses 24,5%, protéines 21,6%, cendres 2,9 %) (Kokkonen et al ., 2005).

La composition qualitative et quantitative des substances nutritives peut influencer la

production des mycotoxines. La présence de quelques substances dans les aliments, comme
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le saccharose et les acides aminés, stimule la croissance fongique ainsi que 1’élaboration

des mycotoxines.
La présence de certaines molécules dans le substrat peut aussi influencer la production des
mycotoxines. Ainsi, I’acide phytique diminue la synthése d’aflatoxine par Aspergillus

parasiticus et Aspergillus flavus alors que la proline stimule cette production

6.2.1.5. Le pH :
Comme pour I’aw, la gamme de pH permettant la toxinogénése est plus restreinte que
celle permettant la croissance fongique. En effet Keller et al,. (1997) ont démontré que la

production de fumonisine B1 est maximale a un pH compris entre 3,7 et 4,2.

6.2.2.Facteur biologiques :
6.2.2.1 Prédateurs :
Les insectes et les acariens sont des vecteurs de spores de moisissures qu’il induisent a
I’intérieure méme du grain par des lésions qu’il créent en effet, la contamination
d’arachides, d’amandes et du mais par Aspergillus flavus ou les aflatoxines avant la récolte

sont souvent liées a I’attaque par les insectes (benmansour ., 2005) .

6.2.2.2 Mycoflore
L’association d’autres especes fongiques a une souche toxinogene a généralement un effet
dépressif sur la production de toxine pour 2 raison principales :
e D’une part , en fonction du contexte écologique , il existe une compétition pour le
substrat

e D’autre part ,certain souche peuvent dégrader la toxine (moreau., 1996).

7.Effet des mycotoxines :
Les effets des mycotoxines sur la santé humaine et animale sont variés :
Effets cancérogenes, mutagénes, tératogéne immunosuppresseurs, oestrogéniques,
nécrosants, neurotoxiques, néphrotoxique (Untermannn., 1998), (Gelderblom et al ., 2002) ;
(Wangigar et al ., 2005).
3.6.1 Mutagenése
Le phénoméne de mutagenese résulte d’interactions entre des agents mutagenes et le

matériel génétique des organismes.




L’action se traduit par des mutations génétiques et/ou des modifications chromosomiques, les

génes se situant en un point précis d’un chromosome. Les mutations au niveau du géne
correspondent & des modifications au niveau des molécules d’ADN. Le géne peut étre morcelé
ou recombiné au niveau des segments d’ADN.

Les modifications chromosomiques correspondent a des anomalies de nombre (augmentation

ou diminution) ou de structure (délétions, duplications, translocations) des chromosomes.

7.1.Cancérogénese
L'ADN des chromosomes du noyau cellulaire est la cible privilégiée des agents
cancérogenes (produits chimiques, radiations ionisantes).
Processus pathologique entrainant 1’apparition de cellules malignes, envahissant
progressivement les tissus et capables de migrer en provoquant I’apparition de foyers

secondaires (métastases).

7.2. Teratogenese:
Ce sont des substances qui agissent principalement sur I'embryon a des stades bien précis de
son développement et qui induisent une ou des anomalies, se manifestant par des

malformations

7.3.Immunotoxicite :
Modification du nombre de cellules du systeme immunitaire.
2 types d’effets :

» L’immunosuppression : augmente la se2nsibilité aux infections

= L’immunostimulation : se manifeste par le développement d’une maladie auto —

immune ou par un syndrome allergique

= Et touche aussi les cellules rénale (nephrotoxicité) et considére comme substance qui

cause des dommages au foie (hepatoxicite).
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Tableau n°6 : Effets des principales mycotoxines sur ’homme et mécanismes d’action
cellulaires et moléculaires identifiés (AFSSA., 2009).

Mycotoxine

Effets

Mécanismes d’action
cellulaires et moléculaires

Aflatoxine B1 et M1

Hépatotoxicité
Génotoxicité
Cancérogenicité
Immunomodulation

Formation d’adduits a I’ADN
Péroxydation lipidique
Bioactivation par des CYP
450
Conjugaison aux Glutathion-
transférases

Ochratoxine A et B

Néphrotoxicité
Génotoxicité
Immunomodulation

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

Trichothécénes
(AetB)

Hémato toxicité
Immunomodulation

Induction de I’apoptose
progéniteur
Hématopoiétique et cellules
Immunitaires
Impact sur la synthése des
protéines
Altération des
immunoglobulines

Patuline

Neurotoxicité
Mutagenése in vitro

Inhibition indirecte
d’enzymes

Zéaralénone

Fertilité Reproduction

Liaison aux récepteurs
oestrogéniques
Bioactivation par des
déshydrogénases
Conjugaison aux
glucuronyltransférases

Fumonisine B1

Lésion du systéme nerveux

central
Hépatotoxicté
Génotoxicité
Immunomodulation

Inhibition de la synthése de
céramide et altération du
rapport
sphinganine/sphingosine
Altération du cycle cellulaire

&
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Chapitre IV : les aflatoxines

1 .Qu’est ce qu’une aflatoxine :

Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites secondaires hautement toxiques produites par
difféerentes espéces fongiques toxinogenes (Aspergillus flavus, A. parasiticus...). Ces
contaminants naturels de 1’alimentation humaine et animale sont a la base de divers problémes
tels que les déficiences nutritionnelles, I’immunosuppression, le cancer du foie, les effets
mutagenes et tératogenes (Wagacha et Muthomi., 2008). Elles ont été isolées pour la premiére
fois en Angleterre en 1960, suite a des intoxications dans un élevage de dindonneaux (Adams et
al., 2002 ; Chapeland-Leclerc et al., 2005).

Elle proliféere dans les atmospheres chaudes et humides notamment sur les grains et les
ceréales telles que les arachides (noix ; pistache ; cacahuétes ...) ; le café le mais et le blé ...on
la retrouver également dans le lais de vache
Les aflatoxines sont connue pour détenir des propriétés cancérigéne d’origines naturelle ; parmi
les plus puissantes, leur ingestion a haute dose peut provoquer d’importants trouble hépatiques
(jaunisse ; cirrhose ; nécrose et cancer du foi) rénaux et pulmonaires ; une diarrhée et une
anorexie qui entrainent la mort (santé-médecine., 2014).

Les recherches menées sur les aflatoxines depuis une trentaine d’années ont établi la
prévalence de deux principaux types d’aflatoxines :

-les aflatoxines du type B
-les aflatoxines du type G (Schmidt et Esser ., 1985).

Les aflatoxines du type M, non moins importantes que les premieres, ont été détectées
pour la premiére fois dans le lait comme métabolites des aflatoxines du type B. Mais le plus
important dans les produits alimentaires, et le plus potentiellement cancérigene est I'aflatoxine
Bl (Richard and Lyon., 1986) ; (Schmidt et ESSER., 1985).

2. Structure et propriété des aflatoxines
2.1 structures :

La structure de base de la molécule d'aflatoxine est constituée de cycles bifurane
coumarine-lactone/cyclopentanone. Les aflatoxines du type G possédent un cycle lactone, tandis
que celles du type B ont un cyclopentanone.

Chaque type d'aflatoxines est subdivisé en deux groupes (I et 2) ; les aflatoxines du groupe 1, a
la différence de celles du groupe 2, sont caractérisées par la présence d'une double liaison en

C8,9 du premier anneau furane (figure 9). Les aflatoxines du type M possédent un anneau

&
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cyclopentanone comme celles du type B, mais sont hydroxylées en CIO (Schmidt et Esser.,
1985).

Ce sont des molécules ne contenant pas d'azote, elles sont synthétisées uniquement a
partir d'acétate par la voie métabolique .Elles possédent une ressemblence trés grande avec

certaines hormones stéroides, (pwr).

0 0 0 0
B1 G1
DJH 0 0
|
OCH, :D :D i :DCHJ
0 0 o 0
B2 G2
0 0 0
0 QCH, i 0CH;

Figure 9: Structure des aflatoxines

2.2 Propriété physicochimique :

Les aflatoxines sont des composés organiques de nature non protéique (figure 2). Leur
propriété physico-chimique (PM point de fusion et rapport de frotton : RF) sont présentées dans
le (tableau 3) L’aflatoxines est un composée thermorésistant stable méme a des températures de
250c® pendant 30min a 1’état cristallis¢ .

Les aflatoxines bl et b2 présentent une fluorescence bleue a 365nm et sont produit par
les souches toxigeniques de Aspergillus .flavus

Les aflatoxines gl et g2 (vert fluorexent) sont produit par les souches toxigéniques de
aspergillus parasiticus qui en out produisent des aflatoxines bl et b2, certaine souches

d’Aspergillus produiraient des aflatoxines M1 et M2. (Schmidt et Esser., 1985)
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2.3 Mobilité chromatographique :

En lumiere ultra-violette, les aflatoxines présentent une fluorescence bleue « Blue »en
anglais) ou verte « Green ». Ce qui permet de distinguer deux groupes : les aflatoxines B et les
aflatoxines G. Chaque groupe étant constitué de 2 éléments auxquels on affecte un Indice "1" ou
"2" selon leur mobilité chromatographique relative.

Le terme généra 1 d’aflatoxine regroupe donc 4 composantes majeures, B1, B2, G1 et G2.
La mesure de l'intensité de fluorescence obtenue par rapport a celle d'un étalon est a la base du

dosage physico-chimigue de ces toxines.

Tableau n°7 : Principales caractéristiques des quatre Aflatoxines majeurs (Andrian et al.,

1996).

Caractéristique Aflatoxines
B1 B2 Gl G2
Poids moléculaires 312 314 328 330
Température de fusion

268-269 286-289 244-250 | 237-240

Pouvoir rotatoire -560 -465 -545 -475
Entre0.7et | Entre0.7et | Légérement moindre

Fluorescence en ultra-violet 0.55 0.55 Que celui des B

&
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3. Mécanisme de la biosynthése de I'aflatoxine :

La biosynthése des aflatoxines synthétisées par plusieurs especes fongiques (A. flavus,
A. parasiticus), a été tres étudiée en raison des effets cancérigenes de ces mycotoxines (Huff et
Hamilton., 1979), certaines étapes de la voie biosynthétique des aflatoxines sont jusqu'a nos
jours mal comprises; de ce fait, la voie exacte de biosynthese des aflatoxines n'est pas encore
élucidée. Néanmoins, un consensus existe quant a I'étape initiale de leur biosynthése. La
synthése commence avec des unités d'acétate (Figure 1.2) et de malonate ; qui sont métabolisées
en AFBL1 via des polycétones, avec pour intermédiaires principaux : l'acide norsolorine,
I'avérufine, la versicolorine A et la stérigmatocystine (CAST., 1989),. Un doute subsiste quant a
I'existence d'intermédiaires non encore identifiés; par ailleurs, on se demande si I'AFB1
constitue le précurseur des autres types d'aflatoxines ou si ces derniers possédent chacun sa voie
de biosynthése (Schmid et al., 1985). Les travaux in vitro sur la biosynthese des aflatoxines
constituent une des parties les plus importantes des recherches menées sur les aflatoxines. Ils
concernent essentiellement: les dynamiques du métabolisme des hydrates de carbone, les
activités enzymatiques du cycle de I'acide tricarboxylique et de la 9 voie d'Embden-Meyerhof, la
polycétone synthétase, le rdle des métaux, le réle des nucléotides et des acides aminés et enfin,
I'influence du métabolisme des lipides sur la biosynthése des anatoxines (Bati et al., 1983),(
Diener et al., 1982). L’AFB 1, plus souvent rencontrée et plus toxique que les autres types
d'anatoxines a été le point de départ des recherches sur les aflatoxines et de la recherche sur le
cancer (Wogan., 1996).
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4. Toxicologie:
4.1. Mécanisme d'action toxique :

Les effets pathogénes les plus marqués des mycotoxines se situent le plus souvent
spécifiqguement au niveau de certains organes comme le foie (aflatoxine), les reins (citrinine),
le coeur (acide penicillique) et le systeme nerveux (acide aspergillique, penitrem A)(Huwig
A., 2001).

En ce qui concerne l'aflatoxine BI il est activé dans le foie par le systeme oxydasique
microsomal (Reglement ., 2003). en aflatoxine Bl dihydradiol qui est conjuguée et excrétée
dans la bile, l'urine et le lait.

Des études in vivo et in vitro ont montré la liaison covalente qui s'établit entre un
métabolite intennédiaire de I'aflatoxine, la 2-3 epoxyde aflatoxine Bl avec I'ADN, liaison a
I'origine de mutations détenninantes dans l'initiation d'un cancer (Reglement ., 2002).

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

Non métabolisée, I'aflatoxine concurrence les honnones stéroides génitales aupres des sites de
liaison avec les polyribosomes (Soheir et Mona ., 2004).

L'induction enzymatique, la synthese des facteurs Il et V1l de la coagulation sanguine,
la transformation du glucose par l'intermédiaire du glucose 6 phosphate, la synthése des
acides gras et des phospholipides sont perturbées; la disparition du rétrocontrole de la

synthése du cholestérol est également observée (Reglement ., 2001).

4.2. Effets toxiques :

Toxicité Les effets des mycotoxines sur la santé humaine et animale sont variés : effets
cancérogenes, mutagéenes, tératogénes, immunosupresseurs, oestrogéniques, nécrosants,
neurotoxiques, néphrotoxiques (Wangicar et al ., 2005).

Les organes et les tissus cibles sont trés divers : foie, reins, peau, systéme immunitaire,
systeme nerveux, glandes endocrines. Des lésions irréversibles peuvent étre produites. (cf
tableau I1). Toxicité aigué Si la denrée alimentaire est tres fortement contaminée les
mycotoxines peuvent é&tre responsables d’épisodes d’intoxication aigu€¢ d’évolution
¢ventuellement mortelle. Chez I’homme ce type d’intoxication aigué reste exceptionnel. Les
premicres manifestations décrites des 1’Antiquité se rapportaient a I’ergotisme. L’aleucie
toxique alimentaire associe des lésions nécrotiques de la cavité buccale, de I’cesophage et de

I’estomac a une forte toxicité hématologique (pancytopénie majeure).

"



En 1974, une épidémie d’hépatites aigués en Inde a été responsable de 106 morts apres

I’ingestion de mais contaminé par Aspergillus flavus, et une autre au Kenya, avec dans les
deux cas, une forte concentration d’aflatoxines dans le sang des malades, d’ou le nom
d’aflatoxicose. La toxicité aigué des aflatoxines est rarement évoquée, mais elle est toujours
sévere, avec fievre, hypoglycémie et encéphalopathie aigué.

Toxicité chronique : Le danger des mycotoxines résulte d’une exposition chronique a de
faibles quantités pendant une durée prolongée. La toxicité des mycotoxines dépend de la
molécule en cause, de la fréquence d’exposition et de la quantité absorbée (Gastagnero.,
1999).

La famille des mycotoxines la mieux étudiée est celle des aflatoxines. L’aflatoxine Bl est
particulierement redoutable pour sa cancérogénicité. La dose journaliére tolérable est estimée
a 0,15 ng/kg de poids corporel. Hors, d’apres un avis du conseil supérieur d’hygiéne publique
de France, 9I’exposition moyenne de la population est de 1,6 ng/kg (1). Les enfants sont
particulierement exposés a cette aflatoxine du fait de leur alimentation (féculents, céreales,
biscuits). L’ochratoxine A est mutagéne et néphrotoxique (8H). Elle est responsable de la
néphropathie endémique des Balkans. La patuline serait cancérogéne chez l’animal. Sa
génotoxicité n’est pas entierement avérée. L’intoxication chronique par la patuline peut
associer des troubles nerveux et une lymphopénie (Biinghui et al., 2003). La zéaralénone
présente un puissant effet oestrogénique qui peut se manifester méme a faibles doses chez de
multiples espéces animales. Chez I’homme, elle serait responsable d’ « épidémies » de
puberté précoce. Les trichotéceénes ont été a 1’origine d’empoisonnements graves d’animaux
et d’hommes, connus sous le nom d’aleucie en Ex-Union soviétique, Europe centrale, aux
Etats-Unis et en Chine. Leur cancérogénicité est discutée. (centre international de recherche
sur le cancer de ’OMS a évalué la cancérogénicité des mycotoxines.

Cette évaluation a permis de les classer en trois groupes :

Groupe 1: comprend les aflatoxines B et G car il existe des preuves suffisantes de la
cancérogénicité de ces molécules chez I’homme et 1’animal.

Groupe 2B : regroupe les molécules pour lesquelles il existe des preuves presque suffisantes
de cancérogénicité chez ’homme et /ou des preuves suffisantes chez 1’animal. Le produit est
un cancérogéne possible. L’aflatoxine M1, ochratoxine A et les toxines de Fusarium
moniliforme font partie de ce groupe.

Dans le groupe 2A: le produit est probablement cancérogene pour I'homme. Aucune

mycotoxine n’y figure.




Groupe 3 : rassemble les mycotoxines pour lesquelles il n’est pas possible de se prononcer
quant a leur cancérogénicité chez I’homme ; il s’agit de la citrinine, la patuline, la
zéaralénone, la toxine T2.

L’immunotoxicité des mycotoxines est bien connue dans les élevages d’animaux de rente. En
revanche, sa pertinence chez ’homme est mal établie. Chez les animaux, les mycotoxicoses
s’accompagnent fréquemment d’atteintes du systtme immunitaire expliquant le
développement de surinfections. Ces symptdmes sont visibles méme chez les animaux

exposeés avec une alimentation faiblement contaminée (Lioi ,m,b et all2004), (Oswald,2000).

5. Limites maximales pour les mycotoxines dans les aliments dans certains

pays europeéens et les USA (Creppy., 1995) :

Les limites maximale pour les mycotoxine dans les aliments se résume dans le tableau si
dessous :

Tableau n°8 : Limites maximales pour les mycotoxines dans les aliments dans certains pays

europeéens et les USA

Mycotoxine Pays LM (ug/kg ou pg/l) Aliments
Finlande 2 Tous
Allemagne 2 Tous
Pays-Bas 5 Tous
Belgique 5 Tous
Portugal 25 Arachide
5 Aliments,pour enfants
20 Autres
Tous
AFB1 Autriche 1 Céréales, noix
2 Tous
Suisse 1 Mais, céréales
2 Tous
Tous
Espagne 5 Tous
Luxembourg 5 Tous
Irlande 5 Tous
Danemark 5 tous

=
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Gréce 5
Suéde 5 Tous
Norvege 5 Arachides, noix,
AF totales: Finlande 5 Tous
Allemagne 4 Tous
(AFB1, AFB2, 0.05 Enzymes,etformulations
AFGl, et AFG2) G. Bretagne 4 Noix, fruits secs
France 10 Tous
Italie 50 Arachides
Autriche 5 (B2+G1+G2) 0,02 Tous
(M1+B1+B2+G1+G2) | Aliments pour enfants
Suisse 5 (B2+G1+G2) Tous
0.01 Nourritures de bébés
USA 20 Tous
Belgique 5 Arachides
Bosnie 1 (B1+G1l) Céréales
5 Féves, haricots
Suéde 0,05 Dérivés laitiers,liquides
Autriche Allemagne 0,05 Lait
Pays-Bas 0,05 Lait
AFM1 0,05 Lait
0,02 Beurre
Russie 0,02 Fromages
Suisse 0,5
0,02 Aliments pour enfants
0,05 Lait et dérives
0,25 Fromage




6. Deétection et dosage :

Depuis une vingtaine d'anneées, les techniques de détection et de dosage nécessaires
pour répondre au besoin de contrdle ou dautocontrdle n'ont cessé d'évoluer. La
chromatographie sur couche mince a été utilisée pendant longtemps mais, par cette technique,
il est devenu difficile de mesurer les teneurs maximales autorisées par les réglements
europeéens, trop basses pour cette technique. Elle a donc été remplacée avantageusement par la
chromatographie liquide haute performance (HPLC) qui est particulierement intéressante pour
la détermination des trés basses concentrations, pour la spécificité de ses modes de détection
et pour ses possibilités d'automatisation. De nombreux protocoles analytiques existent. La
technique la plus couramment utilisée est la HPLC avec détecteur spectrofluorimétrique. Les
propriétés naturelles de certaines mycotoxines a fluorescer sont exploitées (zéaralénone,
ochratoxine A) ; pour d'autres on exalte leur fluorescence, par exemple par dérivation post-
colonne a I'iode ou au brome
dans le cas des aflatoxines. Certaines molécules comme les fumonisines sont rendues
fluorescentes par dérivation pré-colonne avec l'orthophthaldialdéhyde. La CLHP avec
détecteur spectrophotométrique est utilisée pour les analyses de patuline, de nivalénol et
déoxynivalénol. On voit actuellement se développer une technique de détection plus colteuse
: la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse. La chromatographie en
phase gazeuse est surtout utilisée pour la détection de molécules du groupe des trichothécénes
dans les céréales, avec détection par capture d'électron ou spectrométrie de masse. Les tests
immuno-enzymatiques (ELISA) sont souvent considérés comme une méthode de tri. Cette
technique est rarement retenue dans les méthodes normalisées et doit toujours étre associée a
une étape de confirmation par méthode classique (OCL-JOURNAL., 2003).

7. Procédés de prévention et de réduction des mycotoxines dans le produit

alimentaire :

Plusieurs procédes ont été étudiés afin de prévenir la contamination des matiéres
premiéres par les mycotoxines. Chaque essai doit non seulement réduire la concentration des
toxines mais aussi éviter que les produits de dégradation ne soient toxiques ou détériorent la
qualité nutritionnelle des aliments traités. Selon LopezGarcia et Park (1999) un systeme de

lutte intégré contre les mycotoxines doit se concevoir a trois niveaux de production:

-



7.1. Lutte avant récolte
Sous des climats type tropicaux chauds et humides jugés a risque, la prévention aux
champs consiste en I’utilisation raisonnée d’insecticides, et ce dans le but de diminuer les
Iésions des plantes et réduire de ce fait les portes ouvertes a I’envahissement par les
moisissures ou [|’utilisation de fongistatiques inhibant la croissance des moisissures et
empéchant la toxinogénése. La lutte contre les infestations d’insectes peut donc aider a éviter
la prolifération des spores et la production ultérieure des mycotoxines. Cependant ces essais

sont tres difficiles a mettre au point et restent peu concluants.

7.2. Lutte au moment de la récolte
Le moment de la récolte a une grande influence sur la production des mycotoxines.
Pendant cette période, deux facteurs sont a controler : le lavage et le sechage. Ces deux

pratiques jouent un role important dans la prolifération fongique pendant 1’entreposage.

7.3. Lutte et décontamination apres récolte
Les procedures appliquées au cours de la période d'entreposage constituent une
barriere importante pour éviter I’exposition des consommateurs aux mycotoxines. Les
procédés de décontamination doivent étre efficaces sans rendre impropres & la consommation
les denrées traitées, elles doivent €tre simples a mettre en ceuvre et peu coliteux puisque le

traitement peut concerner des tonnages importants.

Selon Park (1993), les trois procédés d’élimination des aflatoxines (physiques, chimiques ou
biologiques) constituent les stratégies de lutte les plus courantes aprés récolte, les méthodes
sont nombreuses et varient selon le type de mycotoxines, mais selon Galvano et al., (2001)

I'efficacité de chaque approche doit étre évaluée selon des critéres spécifiques a savoir :

- Inactiver, détruire ou éliminer la toxine dans l'aliment, - Ne générer aucun résidu toxique
dans I’aliment, - Ne pas altérer les propriétés technologiques et nutritionnelles de I'aliment, -

Etre techniquement et économiquement faisable.
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1. Lieux d’étude :
Notre étude s’est déroulées au laboratoire de biochimie département de biologie a la faculté
SNV/TLM.

2. Echantillonnage :
Suite a un sondage effectuée par Sib et al (2005), sur une population de 1000 consommateurs
et 75 grossistes de la région de Tlemcen. Le choix de I’échantillon a été fait d’apres les

résultats de se sondage dans la figure n °10 si dessous.

12

M ara ndéc

M ara déc

M am ndéc

B am déc

M pistaches
M noix ndéc
M noix déc

I noisettes

chataignes

I noix de cajou

Figure n°10 : Résultat du sondage des fruits a coque (Sib et al., 2005)

L’échantillon a été prélevé de différents grossistes de la wilaya de tlemcen qui se composent
de:
e 3 échantillons d’arachide (décortiquée, avec enveloppe, sans enveloppe a peux
blanche).
e 3 échantillons d’amande (décortiquée, avec enveloppe, sans enveloppe a peux
blanche).
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3. Analyse mycologique :
3.1. Isolement :
La microflore des échantillons de fruits a coques choisis a été isolée par deux méthodes :

3.1.1. Méthode directe d’ulster :

C’est une méthode de mise en évidence de la moisissure de surface et de profondeur
des grains étudiée

Tapisser la boite de pétrie stérile par un papier filtre ou papier Josef imbiber d’eau
distillée. Afin de crée une atmosphére humide dans la boite et en va metre 5graine dans la
boites
L’incubation se fait a 25C°pendant 5 a 7 jours Cette méthode et préconisée donne le cadre de
la détermination de la flore de surface d’un aliment pour juger I’efficacité de tel ou tel mode

de stockage, Elle étudie 1’évolution de I’entreposage.

3.1.2.Méthode indirecte de dilution :

Lorsqu’il s’agit d’étudier 1’évaluation dynamique d’une flore fongique pour juger
I’efficacité de tel ou tel mode de stockage, un dénombrement de la flore totale ou limité a
certain espéces peut suffire.

C’est la méthode de dilutions classique qui concerne les aliments fractionnés. Elle

consiste a dénombré les propagules fongiques.

La regle de dilution :
D=Xx9
D : volume de diluent
X=masse d’échantillon

On prend 5g de graines broyés mise en suspension dans 45ml d’eau physiologique
stérile additionné de 2 gouttes de tween 80, c’est la solution 10 1
-une série de délutions (10" /10%/10°) sont ainsi faite & partir de solution mére ainsi
décomptée dont le but est de faire diminuée la charge et avoir des individus isolé pour pouvoir
les purifier , aprés on dépose 1mL de charge de chaque sont déposée et ensemencé en rateau
sur la surface du milieu PDAac .
Pour éviter la contamination bactérien ; le milieu PDA est soit acidifié jusqua un( pH de 4.5

a5), en lui ajoutant 1ml d’acide lactique 25% soit en ajoute 2mL de rose Bengale qui inhibe

X
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la croissance bacterien et favorise la croissance des champignons .Aprés ’incubation se fait a

25¢° pendant 5a 7 jours .

3.1.2. Purification :
Les moisissures retrouvees sont repiquées et purifiées sur les boites de Pétri contenant
PDA acidifié¢ jusqu'a I’obtention des isolats purs dans des tube incliné aussi conservée a 4°C

pour une éventuelle utilisation.

4. ldentification :
4.1. Identification des genres :
L’identification est une étude corrélative ente les caractére macroscopiques qui
comportes les criteres suivants (texture ,couleur de thalle, couleurs du reverse ,présence d’un

pigment ,présence ou absence du sclerotte et la taille) et microscopiques.

On se qui concerne ces derniers caractéres on procede soit a la technique de micro
culture décrit  par Haris (1989) qui donne des détails plus poussés sur les caractéres
morphologiques des différentes moisissures ou a la technique du scotch.

La méthode de microculture (Hans., 1989) ou de scotche et en se référant au manuel de
Barnett & Hunter, 1972 et Breton in Larpent, 1990 , consiste métre quelques gouttes de
lactophénole ou le bleu de coton sur une lame, ces deux produits gonfle des filaments des
moisissures et permettent une bonne observation microscopiques

On applique un ruban de scotche délicatement sur la colonie fongique (méthode
d’ulster ou la méthode de dilution), puis on le dépose sur la lame déja préparée .

Apres cultures les observation se fait aux grossissement ( xl0),( x40) et( x100)avec

quelque gouttes d I’huile a immersion .

4. ldentification des especes:

Les especes appartenant aux genres Penicillium et Aspergillus sont identifiées par la
Méthode de Single spore (Pitt, 1985 et Rameraz, 1982), qui consiste a inoculer un tube a
hémolyse remplie 2/3 de son volume d'agar et tween 80 0,3 & 0,4% et qui a pour but la
dilution des spores pour I'ensemencent des milieux de culture. Aprés agitation du tube au

vortex, des gouttes de cette suspension sont déposées sur les milieux: CDA, CYA, MEA et

-
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G25N selon la figure ci-dessous_et 1’incubation se fait a différents températures pendant 5

aldjour.
CDA a25C° MEA a25c®  G25N a 25c° CYASC® CYA37C°
) ) (5a7j) (7 a14)) (5))

Méthode de Single spore : (Pitt, 1985 et Rameraz, 1982)

Les diameétres des colonies et leurs couleurs sont rapportés apres une et deux semaines
de croissance.
L'identification des espéces de Penicillium est réalisé selon le manuel de Rarnirez, (1982) et

pour les especes d'Aspergillus selon le livre de Pitt et Hocking,( 1985).

1.6 Confirmation sur milieu AFPA:

Ce milieu confirme I'appartenance au groupe Aspergillus.flavus,parasiticus. Dans ce
milieu, la couleur du revers de la colonie est jaune-orange aprés une incubation de 5 a 7 jours
a 25°c et cela veut dire que la souche est toxinogéne. A l'inverse la souche A. Niger qui
quelques fois donne un reverse jaune et non orange.

Il y'a aussi A. ochraceus qui produit un revers jaune mais sa croissance est lente par rapport a
A. flavus (PITT et al. 1985).







Résultuty

1. Isolement :
1.1. Méthode d’ulster :

L’isolement des moisissures a été réalisé par la méthode d’ulster ou la méthode directe
de Botton et al,. (1990) qui repose sur le principe de stimulation du développement des
moisissures par incubation des grains directement déposés sur un papier filtre imbibée d’eau
distillée.

Pour [D’identification des genres, nous avons examiné les caractéres culturaux et
morphologiques (Bouchet., 2005). En effet, pour les caractéres culturaux nous avons: vitesse
de croissance; couleur des colonies; texture du thalle; présence ou absence des mucorale ;
couleur et changement de la couleur du milieu; présence ou absence d’odeurs
caractéristiques.

Les figures n°11 et n°12 représentent le pourcentage des graines contaminées d’amande et
d’arachide par les souches fongiques révélées par la méthode d’ulster.

On a pu constater que le taux de contamination les plus élevée était dans les amandes avec
60% de mucoral et moins contaminée en Alternaria a 5% et les autres souches fongique
Penicillium, A.niger et levure. Concernant le taux de contamination des arachides les plus
élevée était avec 72% de mucoral et moins contaminée en A.niger et A.spp a 4% , les autres

souche fongique A.flavus et levure.

® Mucoral

H Alternaria

1 penicilium spp
B A niger

M Levure

Figure n® 11 : Répartition des différents isolats fongiques isolés dans les échantillons
des amandes étudiés.
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® Mucoral
A flavus
HA,spp

A niger

W Levure

Figure n°12 : Répartition des différents isolats fongiques isolés dans les échantillons des
arachides étudiés.
1.2. Méthode de dilution :
Une biodiversité fongique est assez importante (moisissure et levure) a été révélée, apres

effectuée une analyse mycologique de nos échantillons sur milieu PDA ac.

. Mycoflore totale :
Obtenue et illustrée dans la figure n°13et n°14 dans le milieu de culture PDA ac .
le taux de contamination fongique le plus élevée dans 1’échantillon des amandes avec
enveloppe a 3.5% et les moins contaminée amande décortiqué et concernant des arachides le
taux de contamination le plus ¢€levée était pour les échantillons d’arachide sans enveloppe a

4.5% et les mois contaminée arachide décortiquée.

.Mycoflore spécifiques :

Illustrée si dessous dans la figure n°14 et n°15 les différentes souches fongiques obtenues
sur milieu PDA ac
Les différents souche obtenus sont A.niger , A.flavus , A.parasiticus ,A.spp ,Alternaria
,Penicillium.spp , Rhisopus .On a constaté que les amandes sans enveloppes sont les plus
contaminées par la souche A.niger avec un taux de 2% et pour les arachides avec enveloppe
sont classée premier contaminée de la méme souche avec un taux de 1.25%.
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Alors les arachides et les amande sans enveloppe et avec enveloppe sont les moins

contaminées avec des valeurs de 0.5% et les especes retrouvées sont A.parasiticus et A.spp.

H Microflore total

AR2

Echantillon

ARACHIDES

Valeurs moyennes de la mycoflore (102UF/g)

Figure n° 13 : Mycoflore totale isolée des arachides
(arl) :arachide sans enveloppe ;(ar2) :arachide avec enveloppe ;(ar3) :arachide a coque

B Microflore total

AM2

AMANDES

Echantillon

Valeurs moyennes de la mycoflore (102UF/g)

Figure n°14: Mycoflore totale isolée des amandes
(aml) :amande sans enveloppe ;(am2) :amande avec enveloppe ;(am3) :amande a coque
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Figure n°15: Mycroflore spécifique isolée des échantillons des arachides
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Figure n°16

: Mycoflore spécifique isolée des échantillons des amandes .
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a. ¢ identification des moisissures :

L’identification des espéces pour les genres Aspergillus, Penicillium a été réalisée apres la
culture des différents milieux et a différentes températures, en se référant aux ouvrages de
PITT (1973) et CARLOS RAMIREZ (1982), la détermination des espéces se fait apres

lecture des diamétres, la couleur des mycéliens et des métabolites produits, les résultats

obtenus sont regroupées dans le tableau si dessous :

Tableau n°9 : identification des espéces d Aspergillus

Espéces Milieux de culture Couleurs de colonies Diamétres des
colonies (mm)
MEA Vert pistache 56
A.parasiticus G25N Jaune pale 49
Vert pistache 77
CDA
37° Vert jaunatre 56
CYA absence Abs
50
blanche 52
AFAP
Vert pistache et 40
MEA contour blanc
A.ochhraceus G25N Jaune verdatre 36
blanche 43
CDA
abs Abs
37°
CYA
5° Abs Abs
AFAP blanche 39

.
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MEA Blanc jaunatre 55
G25N Blanche 52
Atamar“ CDA BlanC 62
37° Vert pistache 46
5° Abs Abs
CYA
AFAP Blanc 52
MEA Blanc /
A.fumigatus G25N Blanc 23
CDA Blanc le centre vert pistache 50
Blanc 52
37°
CYA
Abs Abs
50
AFAP Blanc centre vert 30
MEA Marron 45
G25N Blanc jaunatre 40
CDA / /
A.terreus CYA 37° Marron pale 56
5° Abs Abs
AFAP / /
MEA Noir 45
G25N / /
CDA / /
A.niger CYA GRIS 38
37°
/ /
50
/ /
AFAP

*
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Tableau n°10 : identification des espéces Penicilium

Especes Milieux de culture Couleur des colonies Diametres des colonies
(mm)
G25N beige 30
CDA Blanc centre vert 43
p.hispanium MEA vert 33
Vert kaki 33
CYA 37°
5° Blanche 15
G25N blanche 30
bleu blanchatre avec 38
o CDA sclerotes
p.italicum
MEA blanc 35
CYA 37° abs Abs
5° Mc
G25N jaune 26
CDA vert 32
p.verrucosum
MEA vert 35
vert Mc
37°
CYA 5° vert
blanc 28
G25N
CDA Bleu blanchatre 35
p.expansum
blanc 40
MEA
CYA 37° Mc
50

&



Photo n°1: A.niger

A

Photo n°6: vu microscopique
de A flavus

Photo n°2: P.vrrucosum Photo n°3: A.flavus
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Photo n°7: vu microscopique de A. niger
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Une présence importante des différentes especes fongiques dans nos fruits a coque, est
due probablement a la présence des conditions propices a leur croissance.

Vue que composition chimique des fruits a coque constitue un substrat préférable pour
les moisissures, nos résultats montrent que le taux de contamination de ces fruits a coque par
les Mucorals est le plus éleveé, suivi de celui des A. niger .Comparativement avec les études de
Benmansour-Brixi (2005), le taux de contamination de l'espéce A. Niger est le plus
dominant. Cette différence peut étre expliquée par la durée de stockage, I'origine des grains et
la période de prelevement.

Beaucoup d’autres auteur reportent détérioration les grains oléagineux constitue un
Ksubstrat approprié pour la croissance, le développement et l'activité des moisissures de
détérioration (Cuero et al., 1987 et Lacey., 1990 in Oyebaniji et Efiuvwevwere., 2000).

La méthode d’ulster donnes les pourcentage de germination et de contamination des grains
contaminés par les moisissures, les proportion sont inversement .proportionnelles et sont
illustrés dans les figures 1,2 .

Le taux de contamination est trés bas il ya qu’un seule graine qui a pu germiner tandis
que les mucorales dominent les contaminants dans les arachides et les amandes avec un
pourcentage de 0.38%

L’envahissement par les mucorales influe sur les autres espéces fongiques qui se présentent
par un faible taux de contamination vue la vitesse de croissance des premiers qui ne laissent
pas la chance de survie des autres contaminants.

La méthode de dilution a révélé la présence d’une importante biodiversité fongique sur milieu
PDA ce qui a permis ’identification de différent souches fongiques

En comparant a la méthode d’ulster, cette cette derniere a dévoilé une biodiversité
moins importante. en effet les genres comme hyalodenderon et trichoderma ce sont révélés
absents dans cette méthode et cela nous a amené a dire que ces genres ne constituent pas la
flore réelle de nos fruits a coque, autrement dit cette flore n’est pas physiologiquement active
sur le substrat.

La caractérisation macroscopique et microscopique permet I’identification des genre
en se référait au guide de bamett et hunter (1972) tandis que la méthode d’ulster nous donne
plus de détailles avec I’identification aprofondie des genres espéces en se référant avec guide
de pitt., (1973) et carlos Rmirez., (1982)

Les espéces fogiques idetifiees sont : A.parasiticus A. niger A tamarii A ochraceus A
fumigatus , A terreus , P hispanium , P italicum, P verrucosum , P expansum , Rhisopus

A.spp .

-
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nos résultats révelent la dominance des mucorales (Mucor, Rhizomucor, Abstedia et
Rhizopus ) suivi par les espéces d’A.niger et cela concorde pas avec les résultats de
Benmansour (2005) qui a trouvé la dominance des espéces d’A.niger cette différences peut
etre expliqué par le type d’ échantillons, la durée de stockage 1’origine des grains oléagineux
et la période de prélévement

D’autres travaux similaire de Sib et al 2005 montrent une forte présence de Mucoral
dans les échantillons de fruit a coques (arachide, amande, pistache) surtout décortiquée, ce
Cahagnier(1996)estime que les conditions de conservation sont médiocres .
Les souches toxinogenes des groupes A.flavus et parasiticus étaient présentes dans nos
¢chantillons d’amandes et d’arachides.
Celles —ci étaient ainsi omniprésentes chez Sib et al (2005) dans les amandes mondées et les
pistaches décortiquées .Leur impact négatif réside dans 1’altération des substrats (qualité
organoleptique : gout ,couleur ,saveur , texture )et dans la sécrétion des aflatoxine dont

I’aflatoxine B1 qui est la plus redoutable par son effet cancérigénes et genotoxique.

!



Conclusionw

Le présent travail est une contribution a 1’¢tude mycologique et recherche des souches
toxinogéns des fruits a coques commercialisés dans le marché algérien plus exactement dans la
ville de Tlemcen cette étude dévoile la présence d’une grande biodiversité de contaminants
fongique.

Les plus dominants sont les mucorales (indiquant le mauvaise condition de stockages)

La corrélation entre les caractéristiques macroscopiques et microscopiques nous a permis de
faire une identification des souches

De Rhyzopus, Mucor, Absedia , Aspergillus nidulans , Penicillium et cladosporium , Alternaria

La métothe de single spore dévoile la présence de 6 souches -d’aspergillus

A. parasiticus A.ochhraceus A.tamarii A.fumigatus  A.terreus A.niger et 4souches de
piniciliume

p.hispanium p.italicum p.verrucosum p.expansum

Ceux-ci montrent que ces niveaux de contaminations sont assez inquiétants a savoir que la
majorité de ces souches sont toxinogénes secrétent des mycotoxines y compris les aflatoxines
qui sont dangereuses et perverses donne des effets génotoxique cancérigénes néphrotoxiques et
leur effets qui est chroniques s’avere plus grave

Pour cette raison, nous devons fournir toutes les mesures préventives pour lutter contre ces
contaminants de la chaine alimentaire, pour cela reglementation doit etre appliquée et des

mesures strictes doivent etre mise en place pour la toxinogénése des souches identifiées

Recherches d’autres mycotoxines tels que les Ochratoxines et trichotécéne et déterminer la

dose journaliere adnise DIA des aliments a risque mycotoxicologique .

-
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Annexes

1. composition des milieux de culture :
Plusieurs milieux de culture ont été utilisés pour I’isolement et 1’identification des
champignons.

*Milieu PDA (potatose dextrose agar) :
La gélose dextrosée a la pomme de terre (en abrégé « PDA », pour Potato dextrose agar) est
un milieu de culture microbiologique courant produit & base d'infusion de pomme de terre et

de dextrose. Milieu organique.

e Pomme de terre (macération S00ml de filtrat)..........ccocvviniiiiniiinninnnn. 200g
LI Tl 1 10g

L 1 15g
L 0 ) 1000ml

*Milieu CDA (czapeks dextrose agar) :

®  SUCKOSC..ceuerreiurinteierineeieriscsacssrisscsesssscssssscsnssnssenses 30g
L (4 5 171 0 7 1g
® NaNO3.. . iiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiiietteatstssssstosssssssssnnnses 3g
L (' 0.5g
® MESO4...cniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieieieeresiae e e e s saesanee 0.5g
@ FeSO4..uuiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieiettereeiaeeeeaaes 0.1g
L N ) 15¢g
L Y D e 1000ml

* Milieu MEA (malt extract agar) :

L'extrait de malt Agar, basé sur la formule recommandée par Thom et Church, est
congu pour contenir la formulation appropriée des sources de carbone, de protéines et de
nutriments essentielles a la levure et a la croissance des moisissures. (7) Le dextrose est ajouté
au milieu pour fournir un carbone et de I'énergie Source de champignons. De plus, l'extrait
d'extrait de malt contient des diges de tissus d'animaux (peptones) qui fournissent une source
nutritive d'acides aminés et de composés azotés pour la croissance de moisissures et de
levures. Le pH est ajusté a environ 5,5 afin d'améliorer la croissance des champignons et
d'inhiber légerement la croissance bactérienne couramment considérée comme des

contaminants environnementaux. (6)

.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_de_culture
https://fr.wikipedia.org/wiki/Microbiologie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Infusion
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pomme_de_terre
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6. Ajello, et al. 1963. CDC Laboratory Manual for Medical Mycology, PHS Publication No.
994. U.S. Gov't Printing Office, Washington, D.C.

7. Thom, C. and M.B. Church. 1926. The aspergilli. Williams & Wilkins Co., Baltimore, MD.

8. U.S. Environmental Protection Agency. 2002. "A brief guide to mold, moisture, and your
home." Internet: www.epa.gov /iag/molds/moldguide.html

o Gélosedemalt.......ccoeveiiiniiiniiiiniiinnicinecenerennnns 45¢g
@ ED.iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriir e 1000ml
*CYA (Czapek Yeat Agar) :

Le milieu CYA a été utilisé pour la croissance et 1’identification des champignons
appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium. De plus, ce milieu a aussi été utilisé dans le
test de production d’OTA et d’AFB1 (milieu optimal pour la production des mycotoxines)
ainsi que pour la conservation des moisissures (+ 4°C) en attente du stockage dans le glycérol.

e Czapek concentré.........cocevuivuiecnnnnnen. 10ml
o KH2POA4.....oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineiiinronnn 1g
o Extrait delevure.......ccceeviniiiiniiiniiinnnnnn. Sg
®  SUCKOSC..ccuerrreinrinieiarineceriaccnecnscnncenes 30g

L N ) 15¢g
LI 1 ) TR 100ml

* L’agar AFPA (Aspergillus flavus et parasiticus Agar) :

est utilise pour identifier les Aspergillus flavus et A. parasiticus. Dans ce milieu, ces souches

produisent une couleur jaune orangé apparente a I’envers de la colonie.



http://www.epa.gov/
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e Peptone bactériologique............c.ccuvveeeecvercrcnnrcene.. 10g
o Extraitde levure........cccceviniiiiiiiiiiiiiiiiiniiiinienn. 20g

e Citrate de fer ammoniacal.......c.cccceeeevrenneinnnen0.5g

e Chloromphenicol........cccovvviiiiinniiiiiniiiiinnicnnne 100g
o Dichloron......ccceviiiiiiiiiiniiiiiiniiciinnrinennrcnnnes 2mg
L N 1 R 15¢g
@ ED. it 1000ml

* milieu yes (yest extract agar) :

LN 110 11 " | |
e Extraitde levure.......cccccviiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiinnn. 20g
L 1 ) 1000ml

*milieu czapek concentré :

NaNO3.. o iiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiieiiiieieceeeeaeiasaes 30g
(L] Sg
A7 o T 2 Sg
T 0 0.1g
)Y ) P 1000ml
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*milieu GN25 :

o KH2POA....ccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiieae, 0.75¢g
o CzapeK concentré........coeeveieinniinnrcineconcnns 7.5ml
o Extraitdelevure.......cccevviiniiiiiiniiiiiiniiiiinnnees 3.7¢g
LI ) )< 1) O 250ml
LI N . 1 o 12¢g
L 31 ) N 750ml
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ANNEexe : valeurs moyennes des différentes souches fongiques apparus dans les amandes.

Résultat d’ulster trouvée

Des grains d’amandes Pourcentage
Mycoral 60
Couleur Vert M 5
Couleur Blanc 20
Couleur Noir 10
Levure 5

ANNEXE : valeurs moyennes des différentes souches fongiques apparus dans les arachide

Résultat d’ulster trouvée

Des grains d’arachide Pourcentage
Mycoral 72
Couleur vert pistache 14
Couleur blanche 4
Noire 4
Levure 05
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ANNEXE : sondage des fruits a coque

Arachachide non décortiqué | 300
Arachide décortiqué 400
Amande non décortiqué 50
Amande décortiqué 150
Pistache 120
Noix non décortiqué 20
Noix décortiqué 25
Noisette 28
Chataignes 10
Noix de cajou 12

Annexe : valeure moyenne de la mycoflore totale ainsi que les différentes souches
fongiques apparues sur PDAac (x10°UF)

Fruit a coque ARACHIDES AMANDES

AR1 AR2 AR3 AM1 AM2 AM3
Mycoflore totale 4.5 3.5 1 2.5 35 2
A.niger 1 1.25 0.25 2 1 0.5
Rhisopus 0 0 1 1 0 0.75
Penicillium 0.5 0 0 0.5 0 0
Aspegillus flavus parasiticus 1 0.25 0.25 1 0.5 1
Aspergillus spp 0.5 0 0 0.5 0 0
Mucorales 0 ++ + + + +




Reésume

Résumé

Nos aliments peuvent parfois présenter des risques sanitaires si les conditions de culture, d’élevage de fabrication
de commercialisation de conservation sont mauvaises.

Dans ce cadre s’inscrit le probleme de nuisances occussionées par le développement dans les denrées
alimentaires.

Les arachide et les amande sont des fruits a coque oléagineuses qui constituent un substrat préférable pour les
moisissure qui peuvent provoquer une altération technologique et sanitaire induisant un risque accru de
contamination croisée par les mycotoxines, leur danger toxique et cancérigénes pour I’homme et animal

A cet affet , ’objectif de se travail s’inscrit dans le cadre de problématique de mycotoxine débutant par une
analyse mycologique : isolement et purification de la mycoflore dans les arachide et amandes avec ces différents
catégorie commercialisée avec coque , décortiquée ,et sans enveloppe par deux méthode : Ulster et la méthode
classique de dilution .

Il ressort de ces travaux la dominance des genres Aspergillus, Penicillium et mucorales qui témoignent les
mauvaises conditions de stockage et commercialisation.

Les souches ainsi identifiées sont,

5Aspergillus :A.parasiticus A.ochraceus A.tamarii A.niger A.terreus A.fumigatus .

4 penicillium : P.hispanium p.italicum p.verrucosum p.expansum.

Les souches toxinogene sont A.flavus parasiticus séerétrice  d’aflatoxine et  A.ochraceus sécrétrice
d’ochratoxines

Mots clé : fruit a coque ; moisissure ; mycotoxine : genre ; espéce
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Abstract

The present study focused on the study of the mycological quality of samples of peanuts and almonds marketed in the Algerian
Republic

50 peanut samples and 50 samples of almonds were taken from different wholesalers in the town of Tlemcen

The mycological study by two methods:

From ulster and the dilution method showed a large number of fungal contaminants.

After microscopic identification, the single spore method was used to disclose the main toxinogenic strain incriminated in the
production of mycotoxin.

The identification strains are A.flavus A .spp A.niger for peanuts and Alterneria ,Penicillium .spp A.niger for almonds.

Keywords: fruit a shell; Mold; Mycotoxin: genus; species



