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Résumeé

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires sécrétés par des moisissures appartenant
principal ement aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Les mycotoxines ont des structures
chimiques et des effets toxiques trés variés. Chez les animaux d élevage, I'exposition aux
mycotoxines peut se traduire par une baisse des performances zootechniques et I’ atération de la
santé animale. A cela, il faut gjouter un probleme de sécurité alimentaire suite au passage de
certaines mycotoxines et/ou de leurs métabolites dans les productions animales, notamment le lait.
Dans ce contexte, |’ objectif de ce travail est d'isoler et déterminer laflore fongique dans trente deux
échantillons d'aimentation du bétail (aliment composé et la matiére premiére: grains de malis,
tourteaux de soja, son de blé); identifier des espéeces toxinogenes du genre Aspergillus et genre
Penicillium; chercher la présence des aflatoxines et I’ ochratoxine A dans les substrats étudiées et
finalement tester la capacité des souches d' A.flavus et A.parasiticus de produire des mycotoxines
(aeflatoxine B; et aflatoxine G;). L'analyse des prélévements fait |'objet de deux techniques, la
méthode directe et la méthode de dilution. La recherche des mycotoxines faite par la technique
CCM.

L’analyse mycologique révele a une nette dominance des genres Aspergillus (53,23%),
Penicillium (25,74%), Rhizopus (07,62%), ces genres sont la preuve de contamination des denrées
maltraités, mais surtout mal conservés, et sont considéré comme des contaminants de stockage.
L’ association des genres Fusarium (05,07%), Alternaria (03,33%), Cladosporium (00,67%) a été
auss revélée. Du genre Aspergillus, septs especes ont été identifiées (A.flavus, A.parasiticus,
A.ochraceus, A.fumigatus, A.clavatus, Aterreus, A.niger) dont Aspergillus flavus était la plus
fréquente (57,69%), alors que six especes ont été identifiées du genre penicillium (Penicillium
aurantiogriseu, Penicillium chrysogenum, Penicillium crustosum, Penicillium griseofulvum,
Penicillium rugulosum, Penicillium verruculosum). L’analyse mycotoxicogénique montre que
(83,33%) des isolats d' A.flavus et A.parasiticus testées sont productrice d’ aflatoxines et que les
échantillons de mais sont contaminés par |’ aflatoxine By, et I’ochratoxine A. La recherche des
aflatoxines et de I’ochratoxine A sur les autres substrats s est révélée négative, mais n’ exclue pas

toute suspicion de toxicité.

Mots-clés : Relizane, moisissures toxinogene, alimentation du bétail, aflatoxine ochratoxine A.



Abstract

Mycotoxins are secondary metabolites secreted by molds belonging mainly to the genera
Aspergillus, Penicillium and Fusarium. Mycotoxins have a wide variety chemical structures and
toxic effects. For the farm animals, exposure to mycotoxins can cause alower animal performance.
To this, add the probleme of food safety, following the passage of certain mycotoxins and / or their
metabolites in animal products, especialy milk. In this context, the objective of this work is
designed for the isolation and characterization of fungal flora with detection of aflatoxins and
ochratoxin A in thirty-two samples of cattle feed (mixed feed and raw materils: corn, soybean meal,
wheat bran), and to identify toxigenic species of Aspergillus and Penicillium and test their ability to
produce mycotoxins (aflatoxin B1 and aflatoxin G1). The analysis of the mycoflora of samples is
subject to both techniques, the direct plating (blloter test) and the dilution plating. Mycotoxins
research made by the TLC technique.

The most dominant species isolated of anima feed samples belonged to the genera
Aspergillus (53,23%), Penicillium (25,74 %), Rhizopus (07,62), Fusarium (05,07%), Alternaria
(03,33), Cladosporium (00,67%). From Aspergillus genus, seven species were identified (A.flavus,
A.parasiticus, A.ochraceus, A.fumigatus, A.clavatus, A.terreus, A.niger) and Aspergillus flavus was
the most frequent (57,69 %). While six species were identified from the genus Penicillium
(Penicillium aurantiogriseu, Penicillium chrysogenum, Penicillium crustosum, Penicillium
griseofulvum, Penicillium rugulosum, Penicillium verruculosum). The mycotoxicology analysis
shows that 83.33% of strains of A. flavus and A.parasiticus tested were aflatoxins producer. Thus,
the maize samples were found contaminated with aflatoxin B1, and ochratoxin A. the search for
aflatoxins and ochratoxin A on the other substrates was negative, but does not exclude any

suspicion of toxicity.

Keys-words: Relizane, molds, mycotoxins, feed, aflatoxin, ochratoxin A.
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u.v . Ultraviolet.

V : Volume.

ng :  Microgrammes.

pl . Microlitres.



I ntroduction

Les maladies animales d'origine alimentaire constituent a I'heure actuelle I'un des probléemes
les plus répandus a I'échelle internationale. Leurs répercussions sur la santé animae et sur
I'économie sont de plus en plus largement reconnues. Ces maladies sont causées par divers agents
en particulier les microorganismes pathogenes. En plus des virus et des bactéries pathogenes, les
champignons toxinogenes constituent un danger réel pour la santé animal par la sécrétion de

substances hautement toxiques (mycotoxines) au cours de leur prolifération (Pavel, 2010).

Les mycotoxines sont définies comme des substances d’ origine fongique capables a faibles
concentrations d’induire un effet toxique (Reboux, 2006). Le contact avec |es mycotoxines peut étre
a |’ origine de toxicités chroniques et aigués allant de la mort a des effets délétéres sur le systéme
nerveux central, I’ appareil cardiovasculaire et |’ appareil respiratoire, ainsi que sur |’ appareil digestif
chez I’"homme ou I'animal (Dao, 2005). Le risque carcinogéne est beaucoup étudié, mais les
mycotoxines peuvent avoir de nombreux autres effets : tératogenes, immunotoxiques,
hémorragiques, oestrogéniques, hépatotoxiques ou neurotoxiques (Zain, 2010). Ainsi, les
mycotoxines et leurs métabolites notamment I’AFM1, présentent un risque potentiel pour le
consommateur du fait de leur excrétion dans le lait chez la vache (Gremmels, 2008). La
contamination de I’aliment distribué au bétail sera conditionnée par une série d’ ééments. Il s agit
des sous-produits composants la ration, de leur condition de culture, de récolte et de conservation.
Les composants entrant dans la ration détermineront le complexe de mycotoxines ingéré par
I’animal. Le processus de fabrication et les conditions de stockage de I’aiment seront autant de

facteurs influencant la synthése des mycotoxines (Ruppol et al., 2004).

En Algérie, I'état de la présence des mycotoxines dans |’aimentation animale est mal
connue; peu d'études ont été réalisées et 1es conségquences restent actuellement sous estimée chez

lesanimaux et chez I’homme. Dans ce contexte, |’ objectif de notre éude se focalise sur :

> Rédisation d'une analyse mycologique pour |'aimentation du bétaill (les ingrédients
premiers et I’ aliment compose) au niveau de la Wilaya de Relizane.

Identification des genres fongiques dominants isol és des différents échantillons
Identification des espéces d’ Aspergillus et Penicilliumisolés des différents échantillons.
Tester la capacité des souches isolées a la production des mycotoxines.

Détection de [I'aflatoxine Bl et |'ochratoxine A (OTA) dans les échantillons de

Y V VYV V

I’ alimentation du bétail par latechnique de la chromatographie sur couche mince.



L alimentation du bétail en Algérie

1. Lesecteur del'élevageen Algérie

Selon Nedjraoui (2001), I'élevage, en Algérie, concerne principalement les ovins, les
caprins, les bovins et les camelins ou les régions steppiques et présahariennes détiennent 80

pourcent de |'effectif total constitué essentiellement par le cheptel ovin.

Tableau 1.1 : Evolution du cheptel algérien durant les années (1996 -2006) (en milliers
detétes) (d’ apreés Bouzebda, 2007).

Année Bovin Ovin Caprin Total
1996 1228 17565 2895 21688
1997 1255 17387 3120 21762
1998 1317 17948 3256 22521
1999 1649 17988 3061 22698
2000 1595 17615 3026 22236
2001 1613 17298 3129 22040
2002 1551 17587 3280 22418
2003 1560 17502 3324 22386
2004 1613 18293 3450 23356
2005 1586 18910 3589 24085
2006 1607 19610 3755 24972

Le cheptel bovin reste limité dans ses effectifs et son évolution, malgre les différences
constatées dans les sources de donneées .Ces différences sont liées principalement aux
difficultés de recensement des élevages qui sont majoritairement de type extensif (Bouzebda,
2007). L’ effectif du bovin laitier moderne est passé de 254 mille tétes en 2000 a 223 mille
tétes en 2007; les effectifs du bovin laitier local (BLL) et du bovin laitier amélioré (BLA) sont
passés de 743 mille tétes a 656 mille tétes de 2000 a 2007. Malgré un taux de croissance
annuel évalué a environ 6%, le rythme d'évolution numérique du cheptel bovin par rapport au
nombre d'habitants savéere lent. Ainsi, le taux moyen de croissance du nombre de tétes
bovines par 100 habitants n'est que de 0,5% (Kali et al., 2011).

2. Lesressourcesfourrageres

L’ essentiel de I’aimentation du cheptel est assuré par les milieux naturels (steppe,
parcours, maguis) et artificiels (jachéres, prairies) notamment en hiver et au printemps. Les
ressources fourrageres en Algérie se composent essentiellement des chaumes des céréales, de
la végétation de jacheres paturées, des parcours steppiques, foréts, maquis et d'un peu de
fourrages cultivés qui sont répertoriés dans le Tableau2 (Kali et al., 2011). En Algérie, les

fourrages cultivés contribuent faiblement a I’alimentation des herbivores comparés aux
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plantes fourrageres spontanées (Bencherchali et Houmani, 2010). Les cultures fourrageres
occupent annuellement 523 000 hectares soit un peu plus de 6,1 % de la surface agricole
utile. La culture des fourrages est donc peu pratiquée en raison d’ une faible superficie agricole
utile (8,5 millions d' hectares) mais aussi en raison d’ une insuffisante quantité d’ eau alouée a
I”agriculture. Les plantes fourrageres spontanées sont constituent, en compagnie des pailles

de céréales, |I'essentiel de I'aimentation des herbivores, en particulier des petits ruminants

(Houmani et al, 2004).

Tableau 1.2 : Lesressourcesfourragéresen Algérie (Kali et al., 2011).

Ressour ces Superficie Productivité observations
fourrageres (hectar es) moyenne UF/ ha
Parcours 15 a20 millions 100 Plus ou moins dégradés
steppiques
Lesforéts Plusde 3 150 -
millions
Chaumes de Plusde 3 300 Nécessité d'améiorer la
cérédes millions qualité des chaumes
V égétation de Moins de 2 250 Nécessité d'orienter la
jachéres paturées | millions végétation
Fourrages cultivés | Moins de 500 1000 a 1200 Orge, avoine, luzerne,
millions tréfle, vesce avoine et
sorgho
Lespraries Moins de 300 - Nécessité d'une prise en
permanentes millions charge

(Ha: hectare, UF : unité fourragére)

Ces données témoignent, encore une fois, du caractére extensif de la production
fourragére en Algérie (Adem et Ferrah, 2002). Une analyse de la balance fourragére pour
I'année 2001 a permis de mettre en exergue la persistance d'un déficit fourrager estimeé a 22
%. Mais cette moyenne recele des disparités régionales importantes. En effet, I'analyse selon
les diverses zones agro écologiques montre que les déficits sont beaucoup plus prononcés
dans les zones littorales, steppiques et sahariennes pour des taux respectifs de 58 %, 32 % et
29 % (Kali et al., 2011). Ce déficit fourrager a des répercussions négatives sur la productivité
des animaux et se traduit par un recours massif aux importations de produits animaux a
I'instar des produits laitiers et carnés (Adem et Ferrah, 2002). Toutefois les systémes
d'élevage sont mixtes et la part de la production annuelle de chague type de produit (lait,
viande) dépend de la pluviométrie, qui conditionne les disponibilités fourragéres, mais aussi
leur qualité. Ce qui exige la recherche des solutions pour corriger ce déficit, et parmi ces

solutions adoptés par I'Algérie c'est I'importation et la valorisation (Madani et al, 2004).
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Ces insuffisances dans les ressources fourrageres constituent un obstacle au
développement de I'élevage en Algéie, ce qui conduit a des insuffisances dans les
productions animales. L’ élevage algérien subit des contraintes aimentaires qui limitent non
seulement la production fourragére au niveau des exploitations agricoles mais également la
fabrication d’aliments concentrés destinés aux cheptels laitiers. Cette fabrication industrielle
est elle-méme trés dépendante des approvisionnements en matieres premiéres sur le marché
extérieur qui se traduisent par des colts d’importations élevés (Djermoun et Chehat, 2012).

3. Importation d’aliment du bé&tail

Les importations des aliments du bétail sont en grande partie destinées aux
producteurs de volailles ; la part destinée a la fabrication du concentré pour les bovins laitiers
est moins importante et souvent ce sont les éeveurs eux-mémes qui procedent au broyage et
au mélange des grains. Les prix de ces intrants alimentaires ont augmenté au cours de ces
dernieres années ; les experts de I’ aiment du bétail prédisent méme des insuffisances pour les
exportations du tourteau de soja et du mai's pour les années a venir, en raison de certains effets
conjoncturels, entre autre le développement des biocarburants. Les quantités des matiéres
importées, ainsi que les sommes versées par |’ Etat ont augmenté de 2000 a 2007, passant de 2
x109 kg en 2000 a 3x109 kg en 2007 pour 328 millions de USD en 2000, puis 750,6 millions
de USD en 2007 (Tableau 1.3) (Kali et al., 2011).

Tableau 1.3: Evolution des importations d’aliments du bétail en Algérie (Kali et al.,
2011).

Années Poids (millions Valeur (milliards Valeur (millions
tonnes) DA) USD)
2000 2,40 24,7 328
2001 2,46 27 350
2002 2,95 32,8 424
2003 2,07 25,9 335
2004 2,43 36,6 508
2005 3,15 39,4 537
2006 2,94 37,8 521
2007 3,01 52 750

4. Valorisation des sous produitsen Algérie

L es sous-produits agro-industriels ont une importance considérable pour I'alimentation
animale dans |la région méditerranéenne compte tenu des caractéristiques nutritionnelles des
ressources fourragéres disponibles dans cette région, en particulier pour les Ruminants. La
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bonne utilisation de ces sous-produits dans |'alimentation animale nécessite la maitrise de leur
conservation, la connaissance de leur composition, de leur valeur aimentaire et des moyens
susceptibles de I' améliorer (Laure, 1991).

4.1. Les sous produits céréaliers

La part des céréaes dans I'alimentation humaine en Algérie est importante. Cette forte
consommation genere un tonnage important des sous produits, utilisés pour réduire le colt de
I'alimentation animale, parmi lesquelles le son qui occupe une large part de la production
totale de la meunerie, et |a paille disponibles en grande quantité: 25 a 30 millions de quintaux
par an (Triki et al., 2008).

4.2. Lessous produitsdel’olivier

Les sous produits de I'extraction de I'huile laissent un résidu dont le poids représente
80% de celui des olives traités (Loussert et Brousse, 1978). En Algérie, I'industrie oléicole
laisse chaque année un sous produit solide abondant et abandonné. Ce résidu peut constituer
une ressource fourragere importante pour les ruminants grace a I'aptitude de ces derniers a
utiliser et valoriser les aliments lignocellul osiquesLes sous-produits principaux d'olivier sont
les grignons, mais aussi les feuilles. Ce sont des aliments lignocellulosiques qui présentent

des caractéristiques comparables acelles de lapaille (Zaidi et al., 2007).

4.3. Les sous produits du palmier dattier

Selon Chehma et Longo (2001), L’ utilisation des sous produits du palmier dattier dans
I’alimentation du bétail est, depuis longtemps, pratiqué par les éleveurs locaux d’'une fagon
traditionnelle. Les sous produits sont disponibles avec des tonnages annuelles estimés a 135
000 tonnes de palmes seches, 5 000 tonnes de pédicelles de dattes et 67 500 tonnes de rebuts
de dattes, et I'étude de leur valeur alimentaire a donné des résultats placant les rebuts de dattes
dans la catégorie des concentrés énergétiques avec 0,94 unité fourragere / kg de matiere
seche.

5. Laqualitédel’alimentation du bétail

L'industrie des aiments pour animaux, est un fournisseur important pour
les éleveurs. Dans I'éevage intensif, la part des aliments dans les colts totaux de production
est assez élevée, allant de 40% a 60%. En conséquence, le prix et la qualité sont tres
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importants. Selon Hartog (2003), la qualité de I’ aimentation du bétail comprend les aspects
suivants:

» Laquadité nutritionnelle: il Sagit de la vaeur nutritive du produit, exprimée en
energie disponible, les acides aminés et les composants essentiels comme les
vitamines, les oligo-éléments, et tous les facteurs déterminants pour la
performance des animaux, et par conséquent essentiel a la rentabilité de
I'devage.

> Laqualité technique: il sagit des caractéristiques de |'aimentation, tels que la
taille et ladureté des granulés, lafinesse, la saveur.

» Laqualité émotionnelle, qui est relié al'éthique et I'éthologie.

» La sécurité pour les animaux, l'environnement (lié a I'excrétion
dans le fumier) et les consommateurs de produits dorigine animale,
et ca par |'absence a des niveaux inacceptables de substances indésirables et de
germes pathogenes dans les produits qui peuvent causer des problémes de
santé pour I'homme.

Par ailleurs, Les moisissures toxinogenes et |es mycotoxines constituent un danger réel
pour la santé humain et animale (Pavel, 2010), et par conséquent affecte fortement la qualité

de |’ aimentation animale.
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1. Origine des mycotoxines

Selon Guerre et ses collaborateurs (2000), le terme de "mycotoxines’ dans son sens le
plus large, regroupe tous les composés toxiques susceptibles d'étre présents dans les aliments
suite a leur contamination par des moisissures. Trois grands modes de synthese des toxines
peuvent intervenir :

- une synthese compl ete par les cellules fongiques,
- une synthese anormalement €l evée de toxines végétales en réponse al'agression  fongique,

- une biotransformation par |es moisissures de composés synthétisés par |es végétaux.

Les cérédes sont des vecteurs importants de mycotoxines puisguelles sont
universellement consommeées par I’Homme et les animaux. A savoir que de 25 a 40 % des
céréales sont contaminées par des mycotoxines. Parmi les toxines les plus dangereuses, les
aflatoxines issues d’ Aspergillus flavus et A. parasiticus, qui sont des moisissures de stockage,
sont fréquemment présentes dans les céréales (Yiannikouris et Jouany, 2002). L'OTA peut
étre présente dans toutes les céréales. On la rencontre principalement dans le mais, |’ orge,
I"avoine, le seigle, le blé, et les oléagineux, lorsque les produits ont été mal séchés avant leur
stockage (AFSSA, 2009). Les trichothécenes tels que le déoxynivalénol (DON), le
diacétoxyscirpénol (DAS), latoxine T-2 et I’hydroxy-T-2 (HT-2) produits par Fusarium spp
peuvent étre présents dans la plupart des céréales durant la récolte et le pré-stockage (AFSSA,
2009). La ZEN est présente dans le mais principalement, et plus faiblement dans le sorgho,
les graines de sésame, |’ orge, le blé et I’ avoine récoltés tardivement. Les fumonisines (FB1,
FB2, FB3) sont associées principalement au mai's, alors qu'elles ne sont pas présentes dans les
grains de blé (AFSSA, 2009). La contamination des oléagineux, graines ou tourteaux,
couramment utilisés en aimentation animale, est principalement due aux trois genres de
moisissures Aspergillus, Fusarium et Penicillium, mais selon Yiannikouris et Jouany, (2002),
les mycotoxines issues de ces moisissures sont largement détruites lors de I’ extraction des
huiles et des traitements industriels.

2. Bioconversion des mycotoxines chez le ruminant

Une fois ingérée, les mycotoxines sont transformées d abord dans le rumen puis dans
d autres organes comme le foie. Il en résulte une modification de la structure et de la toxicité
des toxines fongiques qui confére généralement aux ruminants une plus grande résistance aux
effets néfastes de la plupart des mycotoxines par rapport aux animaux monogastriques
(AFSSA, 2009).
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2.1. Danslerumen

Lestoxines T-2, HT-2, DON et DAS sont toutes dégradées en présence de contenu de
rumen, quand elles sont administrées a des doses de 10 ug/ml (Upadhayaet al ., 2010).

» Le DAS est dé-acétylé en MAS (monoacétoscirpénol) et scripénetriol puis en dé-
époxy MAS et dé-époxyscripénetriol. Ces composés ont une toxicité comparable a
celle de lamolécule mere.

» La toxine T-2 est transformée en HT-2 et en néosolaniol qui sont de toxicité
équivaente pour laHT-2 et 10 fois moins importante pour le néosolaniol.

» LeDON est transformé en dé-époxyDON (généralement appelé le DOM-1) qui est de
toxicité inférieure

Les autres bioconversions sont généralement multiples:

» L'OTA est dégradée dans le rumen en phénylalanine et en ochratoxine apha non
toxique. Cependant elle peut également étre estérifiée en ochrotoxine C de toxicité
similaire (Yiannikouris et Jouany, 2002).

» LaZEN est mgjoritairement transformée (plus de 90 %) en alpha-zéaralénol dont la
toxicité est environ 10 fois plus forte que celle de la toxine meére et, a un degré plus
faible, en beta-zéaralénol qui est peu toxique (Pruild, 2007).

» Les aflatoxines sont généralement peu dégradées dans le rumen des bovins (<10%
pour des doses de 1 a 10ug/ml). La formation d aflatoxicol (dérivé hydroxylé de
I’ aflatoxine B1) qui est de toxicité éevée a é&é montrée. En effet, 10ug/ml d’ AFB1
inhibe de nombreuses bactéries ruminales. De ce fait, il semblerait que cette toxine
perturbe le fonctionnement et la croissance de la flore du rumen (Auerbach et al,.
1998).

» Les fumonisines ne sont pas dégradées par la microflore du rumen mais passent
directement dans I’intestin et les féces (Pfohl , 1999).

Selon Yiannikouris et Jouany, (2002), I’action du rumen est fortement sous la
dépendance du type d’aimentation qui peut modifier |'équilibre de I'écosysteme microbien.
Les protozoaires semblent plus efficaces que la fraction bactérienne dans |e métabolisme des
mycotoxines mais sont également plus sensibles a leurs effets. Des bactéries comme
Butyrivibrio fibrisolvens, Selenomonas ruminantium et Anaerovibrio lipolytica sont méme
capables d'utiliser des toxines comme source d'énergie grace a l'existence de systémes
enzymatiques particuliers. Malgré la capacité du rumen pour inactiver les mycotoxines, il

existe la probabilité d'effets néfastes sur la santé chez les ruminants. Par exemple, certaines
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aflatoxines sont converties en métabolites qui conservent une activité toxique. L'évaluation
des effets indésirables exercée chez les ruminants devrait inclure I'activité antimicrobienne
des différents mycotoxines qui se traduit par une atération de la fonction de la flore du

rumen, et réduction du gain de poids et de productivité (Upadhaya et al ., 2010).

2.2. Dansl’intestin, lefoieet lesreins

L’ épithédlium intestinal, le foie et les reins sont des organes ou ont lieu d’importante
biotransformations et notamment des mycotoxines (Guerre et al., 2000).

Selon Gdltier, (1999) ces transformations se font en deux phases:

2.2.1. La premiére phase: Fait intervenir des réactions de réduction, d’'oxydation et
d hydrolyse. Les réactions d’ oxydations sont régies par différentes enzymes comme les
cytochromes P450 microsomaux, les monooxygénases, des synthases de prostaglandines, des
amines-oxydases et des alcool-deshydrogénases. Quant aux réactions de réductions elles font
intervenir des époxyde-hydrolases et des aldéhyderéductases ou cétone-réductases.

2.2.2. La deuxiéme phase: Comporte les réactions de conjugaison des molécules
formées durant la premiére phase. Ces conjugaisons font intervenir des glucuronosyl-
transférases microsomales et des sulfonyl-, méthyl-, aminoacyl-, S-glutathione- et N-acétyl-
transférases cytosoliques.

Les aflatoxines B1 peuvent étre hydrolysées partiellement par des hydrolases du foie
ou des enzymes intestinales en monoester et aminopentol qui peuvent alors étre excrétés dans
les feces mais aussi en alfatoxine M1 qui peut étre excrétée par voie lactée. (Galtier, 1999).
L’OTA est bioconvertie par le cytochrome P450 des microsomes hépatiques en hydroxy-
ochratoxine A (OH-OTA) qui aurait des propriétés immunosuppressives identiques al’ OTA.
La détoxication des trichothécénes s effectue principalement par une réaction de
glucuronidation et une réduction du groupement époxy responsable de la réactivité de ces
métabolites. Le DAS est métabolisé en produits dé-époxylés et déacétylés. Le DON est
transformé en déépoxy DON (ou DOM-1) qui subit a son tour une glucuronidation, ce qui
augmente son hydrophilie et son excrétion hors de I'organisme animal (Yiannikouris et
Jouany, 2002). La ZEN subit I’ action de réductases dans le foie conduisant a de I’ alpha et du
beta-zéara énol (Galtier, 1999).
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Figure2.1: Méabolisme de I’ aflatoxine B1 dans le foie (d’apres Yiannikouris et Jouany,

2002).
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3. Voiesd’ élimination des mycotoxines et transfert dansles productions animales
3.1. Excréion urinaire et fécale

L’ excrétion fécale résulte d’ un manque d’ absorption par le tractus gastrointestinal ou
d'une grande efficacité d'dimination des toxines ou de leurs métabolites par le systeme
biliaire (Yiannikouris et Jouany, 2002). L’ AFB1 et I’OTA sont principalement excrétées dans
les urines et les feces. La part excrétée dans les féces résulte d’ une absorption partielle et
d une élimination des mycotoxines et de leurs métabolites par clairance hépatique. Bien que
leur métabolisation soit différente, I’ excrétion fécale semble aussi efficace et peut représenter
jusqu’ a 53% des doses recues d' AFB1 et d' OTA (Boudra, 2011). Les principaux métabolites
retrouvés dans les feces sont des aflatoxines conjuguées (Galtier, 1999). L'excrétion urinaire
est également une voie importante d'élimination qui peut représenter 30% des doses d’ AFB1
et 70% des doses d’ OTA ingérées selon les conditions expérimentales (Hohler et al., 1999).
L'AFM1 et I'OTa sont les métabolites les plus abondants dans I’ urine (Boudra, 2011). La
gluco-conjugaison effectuée par le foie, al’ origine de I’ excrétion urinaire de ces mycotoxines,
évite, entre autre, en partie I’ excrétion par la voie lactée des toxines fongique (Jouany, 2007).

3.2. Excrétion danslelait

Chez le ruminant laitier, le lait représente une voie mineure d’ excrétion des
mycotoxines (Boudra, 2011). Seules les mycotoxines stables, non hydrolysables, passeront la
barriere digestive et seront susceptibles de subir une excrétion lactée, éventuellement aprées
biotransformation hépatique (Guerre et al., 2000). Les Aflatoxines totales sont transférées
faiblement depuis I'aliment jusque dans le lait a un taux de 0,3 et 2,2%. Cependant,
I’ aflatoxine M1, un métabolite de I’ aflatoxine B1 dont le pouvoir toxique est équivalent a
I”’AFB1, a la particularité d étre excrétée de facon non négligeable dans le lait (la quantité
d AFM1 représente 1 a 2 % de la quantité d’ AFB1 ingérée) (Boudra et al., 2007). Les taux
excrétés peuvent atteindre 6% de la dose ingérée chez la vache a haute production laitiére
(Veldman et al., 1992). La présence d’ OTA et de son métabolite |’ ochratoxine apha ont été
mis en évidence dans le lait de vache, de chévre et de brebis exposées a de I'aliment
contaminé. Les essais conduits chez |le modele brebis ont montré que les taux n’excedent pas
0.05% des doses ingérées en cas d exposition chronique (Boudra, 2011). La zéaralénone est
excrétée sous forme de zéaralénone, d'alpha-zéaralénol et de béta-zéaralénol. En dehors de
I'AFM1, les taux d'excrétion de ces mycotoxines sont toutefois trés faibles (Guerre et al.,

2000).
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3.2.1. Lastabilité dansles produitslaitiers

L’AFM1 est stable dans le lait et durant les différents processus de transformation du
lait (Boudra, 2011). La stabilité de 'AFM1 aux traitements thermiques est excellente, la
pasteurisation ou la réfrigération des laits crus n'ayant quasiment aucun effet sur les teneurs
initialesen AFM 1. De méme, la déshydratation du lait cru est al'origine d'une "concentration”
de 'AFM1 dans le lait en poudre d'un facteur 10, en fait ceci correspond a la "perte” de la

phase agueuse qui représente environ 90 % du lait. Au cours de I'écrémage, 10 % de la teneur
en AFM 1 passe dans la créme, |e reste passe dans le lait écrémé (Guerre et al., 2000). L'OTA

a également été montré stable a des températures allant jusque 200°C (Boudra, 2011).

3.3. Danslesviandes

La viande est généralement peu propice a I'accumulation des toxines fongiques. Pour
le bétail, le rapport de conversion est de 10 000/ 1 &14 000/ 1. Les viandes ne sont donc pas
des vecteurs importants de mycotoxines (Smith et Moss, 1985). Les animaux consommateurs
d'aliments contaminés contribuent méme a réduire la quantité des mycotoxines dans la chaine
alimentaire, al'exception de l'ochratoxine A qui saccumule dans les tissus et organes du porc.
Cette toxine pose un probléme sanitaire dans les pays du nord et de I'est de I'Europe ou la
viande de porc est pratiquement la seule viande consommeée (Berthier et Valla, 2008). Les
aflatoxines peuvent étre détectées dans le foie, les reins et les muscles de volailles, de porc ou
de ruminants en conditions expérimentales. Leur présence sur le terrain n’'est généralement
constatée que dans les viandes de porc, de bovin et les charcuteries provenant de certains pays
ou la contamination des aliments pour animaux est fréquente a des niveaux éevés (Boudra,
2011).

4. L’ exposition del”"homme

La contamination des productions animales par les aflatoxines et les ochratoxines est
une préoccupation de securité alimentaire. Chez I’homme, les cas de mycotoxicoses aigues
sont rares et se déclarent plutdt dans les pays ou la consommation de nourriture locale et
I’ agriculture de subsistance sont pratiquées (Shephard, 2008). En revanche, la présence
d aflatoxines et d ochratoxines dans le lait pose un probléme d hygiéne alimentaire. La
consommation réguliere de lait ou de produits laitiers contaminés est un facteur aggravant le
risque de contamination pour une large population d’individus, notamment les individus les

plus sensibles aux effets des mycotoxines. La présence d’ aflatoxines et d’ ochratoxines dans e
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lait utiliseé en substitution au lait maternel, les yoghourts et les fromages démontrent le

potentiel d'exposition des nourrissons et des enfants en croissance (Meucci et al., 2010).

Tableau 2.1 : Pathologies chroniques humaines associées a la contamination alimentaire
par les Aflatoxines et les Ochratoxines (Boudra, 2011).

Mycotoxine Action toxique Pathologie
Aflatoxines Carcinogéne Hépatocarcinome
Hépatotoxique
Hépatotoxique Syndrome de Reye
Hépatotoxique Kwashiorkor
Ochratoxines Carcinogéne Cancer des testicules

Méphrotoxigue MNéphropathies des Balkans

Meurotoxique | Maladies neurodégénératives

(Maladie de Parkinson et
d'Alzheimer)

5. Effets des mycotoxines sur la santé des ruminants

Les effets biologiques des mycotoxines dépendent des doses ingérées, du nombre de
toxines présentes, de la durée d’ exposition aux mycotoxines et de |’ état sanitaire de |’ animal.

5.1. L es aflatoxicoses

L’investigation menée lors de la « maladie X du dindon », qui a sévi en 1960 en
Angleterre, a permis de mettre en évidence la présence d’ une toxine dans la nourriture de ces
volailles, a base de tourteaux d arachide. Des études conduites sur la matiere premiere qui
avait été contaminée par une moisissure du genre Aspergillus aboutirent a la caractérisation
des aflatoxines (AFSSA, 2009). L’ AFB1 est le composé le plus abondant dans les aliments
contaminés, mais aussi le plus toxique suivi par I’AFGL, I'AFB2 et I' AFG2 avec une toxicité
décroissante (Boudra, 2011).

*Les toxicoses aigués: elle provoque des signes importants de Iésions du foie
induisant des congestions et des hémorragies. L’aflatoxicose entraine une accumulation
d acides gras dans le foie, les reins et le coeur, et peut étre a l'origine d'encéphal opathies et
d'oedemes. La mort de I’animal peut survenir en quelques heures ou quelques jours (Riley,
1998).

*Les toxicoses chroniques: c'est le cas le plus fréquent, le foie reste la principale
cible. Les aflatoxines agissent comme des intercalants ADN en créant des liaisons avec les
bases guanines ce qui entraine la mort de la cellule ou sa transformation en tumeur maligne
(Riley, 1998).
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5.2. Les ochratoxicoses

Les ochratoxicoses ont rarement été observées chez les ruminants du fait de la capacité
des microorganismes du rumen a hydrolyser I'OTA en OTA apha, peu toxique, et en
phénylalanine. La capacité de détoxication du rumen peut toutefois étre débordée dans le cas
d'une contamination importante.

*L es toxicoses aigués : Elles se caractérisent par des dommages rénaux, une anorexie
accompagnée d'une perte de poids, des vomissements, une température rectale éevée,
I” apparition de conjonctivites, une déshydratation, un affaiblissement général et la mort de
I'animal deux semaines aprés |’ administration de latoxine (Yiannikouris et Jouany, 2002).

*Les toxicoses chroniques: se manifestent par une réduction de l'ingestion, une
polydipsie et des lésions rénales. L’OTA peut inhiber le métabolisme du glucose et de
I"insuline, ce qui entraine I’ accumulation de glycogene dans le foie. Elle entraine une baisse
de I’ activité phosphoénolpyruvate- carboxykinase (PEPCK) provoquant une réduction de la
néoglucogénese rénale. L'OTA a des propriétés immunotoxiques et carcinogenes en
diminuant le nombre de cellules ‘Natura Killer' responsables de la destruction des cellules
tumorales, ce qui contribue a augmenter sa capacité a induire des carcinomes rénaux et
hépatiques. Elle a également un effet inhibiteur sur les lymphocytes B et T (Marquardt et
Frohlish, 1992).

5.3. Zéaralénone

Les effets de la ZEN sont dominés par des troubles de la reproduction et des
modifications physiques des organes génitaux identiques a ceux de I’ oestradiol : oedemes et
hypertrophie des organes genitaux des femelles prépubéres, diminution du taux de survie de
I”embryon chez les femelles en gestation, diminution des quantités de LH et de progestérone
produites affectant la morphologie des tissus utérins, diminution de la production de lait,
féminisation des jeunes méles par diminution de la production de testostérone, infertilité et
morbinatalité (Yiannikouris et Jouany, 2002).

5.4. Lestrichothécéenes
Les trichothécenes provoquent une perte de poids, des vomissements, des dermatoses
sevéres et des hémorragies pouvant aler jusgu'a la mort de I'animal (Whitlow et Hagler,
2001). Tout comme les aflatoxines, ils possedent des propriétés immunosuppressives
intervenant alafois sur le systéme immunitaire des cellules et sur le nombre de macrophages,
de lymphocytes et d'érythrocytes (Riley, 1998).
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5.5. Patuline
La patuline a des pouvoirs carcinogene et mutagene. Les signes cliniques pouvant étre
observé sont des syndromes nerveux. Chez les ruminants notamment ¢’ est une paralysie des
réservoirs gastriques qui est a I’origine des troubles de I'ingestion et de la digestion. Ces

troubles ont des effets néfastes sur la production laitiére et 1a croissance (Riley, 1998).

6. L es conségquences économiques

La contamination des aliments pour animaux par les mycotoxines occasionnent des
colts économiques directs et indirects pour lafiliere d’ élevage. Les pertes directes sont dues a
I’ altération de I'aliment par les moisissures. Le développement fongique peut conduire a la
destruction de la récolte lorsque le végétal est fortement attaqué et que le grain et les
fourrages sont rendus inconsommables. Dans d’ autres cas, la croissance des moisissures se
traduit par une atération sensorielle et nutritionnelle des récoltes (diminution des teneurs en
matiere seche, matiére azotée et glucides) responsable d'un refus ou une diminution de
I'ingestion par I’animal. Dans ces situations, la ration contaminée ne couvre pas les besoins
énergétiques de I’organisme (Boudra, 2011). Les pertes indirectes sont causées par la
production de mycotoxines indépendamment de la qualité des récoltes. La présence de
mycotoxines sur les aliments peut entrainer une baisse du revenu de I’ éleveur par la chute de
la productivité des animaux de rente auxquelles s gjoutent des frais de soins vétérinaires

(vaccination, antibiothérapie) (Boudra, 2011).

7. Prévention du risque mycotoxicologique

Les mycotoxines étant essentiellement produites durant la conservation des céréales,
I’éleveur peut mettre en place des mesures préventives pour abaisser les teneurs des
mycotoxines dans les denrées qu’il produit et stocke a la ferme. Ainsi, Afin d’'abaisser le
risque de toxicité a un niveau faible, des dispositions réglementaires ont été mises en place
concernant la contamination de |'aimentation animale par les aflatoxines et sont en
préparation pour I’OTA (Voir annexe 12 et 13).

7.1. Controéle du développement des moisissures

Le contrle de la croissance des moisissures passe par le maintien de l'intégrité
physique des grains des céréales dans le but de limiter I'acces aux nutriments qu'ils
contiennent, et par une maitrise stricte des conditions environnemental es telles que I'humidite,

I'oxygene et la température (Whitlow et Hagler, 2001). Le séchage constitue une étape
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essentielle de la conservation des aliments secs et e respect de I'anagrobiose est primordial
dans le cas d'aliments conservés sous forme humide. L’ utilisation d’ agents antifongiques peut
apporter une garantie complémentaire lorsqu'un risque prévisible existe (Whitlow et Hagler,
2001). Ainsi I’ acide propionique inhibe le dével oppement des moisissures en abaissant le pH
et en réduisant laformation dATP par la voie du transport d' électrons, le chlorure de sodium
joue sur la pression osmotique des cellules et diminue la quantité d'eau libre du foin
insuffisamment séché, I’ammoniac détruit la mycoflore globale, mais de fagon temporaire
(Yiannikouris et Jouany, 2002). Selon Ozkan et ces collaborateurs 2011, lafumigation au O3
peut contréler les champignons pathogenes sur les produits du post-récolte qui toléerent ce gaz,
ou elle peut étre appliquée pour désinfecter les salles de stockage et d'équipement lorsque le
produit n'est pas présente. Ainsi, selon Fiore et ces collaborateurs 2010, I'imagerie
hyperspectrale est capable de discriminer rapidement les grains de mais commerciaux infectés
par des champignons toxinogénes a partir de témoins non infectés lorsque les méthodes
traditionnelles ne sont pas encore entrées en vigueur: a savoir a partir de 48 h aprés
I'inoculation avec A. niger ou A. flavus. D'autre part, les produits naturels de plantes avec des
propriétés antimicrobiens pourraient étre une possibilité de lutter contre les champignons

mycotoxigeniques dans I’ aliment du bétail (Garciaet al., 2011).

7.2. Recher che systématique d'une contamination

Une approche doit étre, réalisée dans le cadre du suivi des teneurs en AFM1 dans le
lait. Cette démarche passe par des outils anal ytiques puissants (chromatographie liquide haute
pression, parfois chromatographie en phase gazeuse couplée a un spectrometre de masse).
Seuls certains composeés sont recherchés ; un faible pourcentage des lots est analysé (Guerre
et al., 2000).

7.3. Décontamination des produitslaitiers

L es adsorbants non spécifiques (résines, aluminosilicates, charbons) semblent les plus
efficaces dans une décontamination des aiments. Ils ne sont toutefois pas efficaces a 100 %,
des différences importantes entre mycotoxines étant observeées, principalement en raison de la
diversité des propriétés physiques et chimiques de ces composés (Hagler, 2005). Enfin, les
adsorbants speécifiques (immunoaffinité) sont certes trés efficaces mais également tres
spécifiques, d'une famille de composés voire d'une mycotoxine, et par la inadaptés a une
décontamination globale des aliments (Guerre et al., 2000).
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7.4. Traitementslimitant les effets des mycotoxines
7.4.1. M éthodes physiques

Des méthodes telles que le tri et I'@limination des grains contaminés, le lavage par de
I” eau ou du carbonate de sodium afin de réduire la concentration des toxines de Fusarium spp
dans le mais, I'inactivation thermique a haute température, |’irradiation par UV, rayons X ou
micro-ondes, |’ extraction des aflatoxines par des solvants ont pu étre utilisées (Scott, 1998).
L’gout a la ration d'adsorbants capables de fixer les mycotoxines permet de réduire leur
biodisponibilité dans I organisme animal et de limiter les risques liés ala présence de résidus
dans les produits animaux destinés a la consommation humaine. Les aluminosilicates de
sodium calcium hydratés (HSCAS) ainsi que les phyllosilicates dérivées de zéolites naturelles
possedent une grande affinitéin vitro et in vivo pour I’ AFB1 (Diaz et al ., 1999).

7.4.2. Méthodes chimiques

Une variété d'agents chimiques tels que les acides, les bases (ammoniague, soude), des
agents oxydants (peroxyde d’ hydrogene, ozone), des agents réducteurs (bisulfites), des agents
chlorés, du formaldéhyde sont utilisés pour dégrader ou biotransformer les mycotoxines et
plus particulierement les aflatoxines (Scott 1998). En ce qui concerne les tourteaux destinés a
I”alimentation animale, les processus de détoxification par |'ammoniague associée ou non au
formol permettent d’ éliminer une partie des aflatoxines (AFSSA, 2009).

7.4.3. Méhodes microbiologiques

Certaines souches de bactéries lactiques, de propionibactéries et de bifidobactéries
possedent des structures pariétales capables de se lier aux mycotoxines (Yiannikouris et
Jouany, 2002). Flavobacterium aurantiacum peut fixer I’AFB1 et |la rendre inactive. Des
microorganismes peuvent également métaboliser |es mycotoxines (Corynebacterium rubrum)
(Nakazato et al., 1990). Toutefois, ce phénomene est en général lent et peu efficace. Une
nouvelle approche a été mise en place par consistant aisoler des souches d’ Aspergillus flavus
et A. parasiticus non aflatoxinogenes en vue d’' une biocompétition. Ces souches occupent la
méme niche écologique que les souches toxinogenes et diminuent la contamination des
plantes par les moisissures aflatoxinogénes (Cotty et Bhatnhagar ,1994). Selon Whitlow et
Hagler (1999), le ligand issu de la paroi celulaire (les glucomannanes) de levure

(Saccharomyces cerevisiae) reduit de 58 % les concentrations dAFM 1 dans le lait de vache
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recevant des aliments contamineés par I’ aflatoxine lorsqu’il est utilisé a un taux d'inclusion de

0,05 % de la matiéere seche de laration.

7.5. Lesysteme HACCP

Selon Magan et Olsen, (2004), le systéme HACCP est une attitude particulierement
appropriée a adopter en matiére de lutte contre les mycotoxines, et cela pour plusieurs
raisons:

1- Les mycotoxines ont la tendance a étre composes stables, qui sont difficiles a enlever
une fois formé, peuvent survivre plusieurs étapes des traitements impliqués dans
I'industrie alimentaire.

2- L’analyse des mycotoxines est généralement compliquée, colteux et chronophage.

3- La présence de mycotoxines dans un produit fini est souvent le résultat d'événements
et de circonstances affectant les produits beaucoup plus tét dans la chaine de
production. Une approche préventive couvrant la totalité de la chane
d'approvisionnement des produits de base pourrait donc constituer une stratégie tres

efficace.

Mais, I’ application de |'analyse des risques et maitrise des points critiques (HACCP) a
la production primaire n'est pas encore généralement possible (ce n’'est pas pratique) selon le
reglement de I'Union européenne sur | hygiéne des denrées alimentaires n ° 852/2004 (EU,
2004). Selon une étude faite en Farance par Cerf et Donnat (2011), le systeme HACCP n'est
pas entierement applicable au niveau de la production primaire, et que la securité de
nourriture est obtenue par la mise en ceuvre attentive de bonnes pratiques d'hygiéne (BPH) a

laferme.
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Tableau 2.2: Propriétés des principales mycotoxines contaminant les aliments des

ruminants (Guerreet al., 2000).

Mycotoxicose Aliments Moisissures * Mycotaxines Propriétés **
: : Pithomyces . . Polycyclique, basique,
Eczéma facial Ray grass chartarum Sporidesmines trés peu hydrosoluble
. . Polycycliques, basiques
Fescue foot disease Fétugues jac;emuﬂ Hf!ﬂrm léur:getar:"'f;‘e forme NI liposoluble,
forme | hydrosoluble
. Polycycliques, basiques
Rye grass stagger . . " Lolitrems L
disoase Ray-grass Acremonium lofii Alcaloides forme NI liposoluble,
forme | hydrosoluble
Seiale Claviceps purpurea Palycycliques, basiques
Ergatisme G g'e, C. paspali Alcaloides forme NI liposoluble,
raminées
- forme | hydrosoluble
Satratoxines Lactones macrocycliques
. Faille Verrucarine époxydées, neutres
Stachybotryotoxicose Fourrages Stachybotrys atra Trichothécénes | liposolubles
macrocycliques | trés peu hydrosolubles
Pseudopeziza . . .
Trifoliose tzguomui?::fges mf epmicaspghinai:mﬂna Coumestrol fi?:ﬁ?rsllll?i:g;fﬂ?efalhh
briosiana forme | hydrosoluble
Sialorrhée des : . Rhizoctomia " Hétérocycles azotés
ruminants Légumineuses leguminicola Staframine Hydro et lipasoluble
. . ; Polycyclique, acide faible
Maladie du mélilot Mélilot, flou_ve Nombreuses Dicoumarol forme NI liposoluble,
gate odorante, férule f
orme | hydrasoluble
Myrothéciose Ray grass Myrothecium ? ?
. . F. graminearum . . . Polycycliques époxydés,
Trichothécioses :%E;izle:aill es) F. sporotrichoides ;gm:@%ﬁ neutres, liposclubles
' F. culmorum trés peu hydrosolubles
. . Polycycliques, neutres
. Céreales, riz A. flavus . .
Aflatoxicose L . Aflatoxines liposolubles,
arachide, sorgho | A. fumigatus trés peu hydrosolubles
Polycycligues, acides
Ochratoxicose Céréales ‘;' f&’m Ochratoxines | liposolubles
: forme | peu hydrosoluble
Lactone macrocyclique,
Syndrome .. F. graminearum . . acide faible
oestrogénique Cercales (mals) F. culmorum Zéaralénone liposoluble
forme | peu hydrosoluble
Aliphatiques, polyacides,
Aucune - ilif . parfois amphotéres
(Ruminants résistants) Mais F. Fumonisines Peu liposolubles
Forme | trés hydrosoluble
Diplodiose Epis de mais Diplodia maydis ? ?
A. clavatus Furannolactone, nsutre
Troubles divers Ensilages P cyclopium Patuline 7 hydrosoluble
Byssochlamys nivea liposcluble
"~ P. roqueforti
Troubles divers E:{Ej,:f: A. fumigatus 7 ?
Trichoderma viride

* A Aspergillus; P : Penicillium ; F : Fusarium.

** NI : non ionisée; |

: ionisée.
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1. Préevements des échantillons

L'échantillonnage fait partie intégrante des procédés d'analyse (FAO, 1992). Etant
donnée la variabilité des teneurs en moisissures et en mycotoxines au champ ou dans un lot,
la premiere difficulté consiste a obtenir un échantillon le plus représentatif possible. En effet,
la maorité des problemes de détection et de quantification des mycotoxines sont

généralement dues a la stratégie d' échantillonnage.

1.1. Larégion étudiée
Les établissements concernés par notre éude sont représentés par des petites unités de
fabrication de I’aimentation du bétail, situés au niveau d de wilaya de Relizane. Ces petites
unités utilisent des broyeurs et des mélangeurs pour fabriquer le produit finie, qui est remplie

dans des grands sacs en carton de 50 Kg et livré pour les vendeurs de |’ alimentation du bétail.

1.2. Natur e des préévements effectués
Pour procéder a des analyses afin de déceler la présence des moisissures
mycotoxinogenes et des mycotoxines, il faut prélever des échantillons de I'aiment composé

préparé et des ingrédients suspects, individuellement.

1.2.1. Lamatiérepremiére
La matiere premiére est constituée par le mais, tourteaux de soja, le son et les
compléments minéraux et vitaminiques (CMV). Un ensemble de huit échantillons étaient
prélevés de chaque ingrédient, a partir de différentes unités de fabrication.

1.2.2. L’aliment composé (alimentation finale)
L’aimentation finale est un mélange préparé a partir les ingrédients premiers avec
des pourcentages différents selon type et I’age des animaux. Notre éude est s intéresse par
I” alimentation destinée aux ruminants adultes qui constituent la majore partie de nos cheptels.

Un ensemble de huit échantillons étaient prélevés apartir |’ aliment compose.

1.3. Techniques d’ échantillonnage
Nous avons prélevé trois acing échantillons primaires au moment ou les aliments
sont passes par les processus de fabrication ou d'une livraison compléte, et ca a partir de la
surface et des couches profondes du compartiment de stockage mais aussi prélevé certains
échantillons sur les cotés ou les rebords du compartiment, qui sont plus propices a l'apparition
de moisissures (Tarr, 2003). On a bien mélangé les échantillons prélevés, en retirer un

échantillon composite de 1000 a 500 g et le conserver dans un lieu sec et frais. Tous les
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échantillons sont conservés dans des sacs en plastique a double épaisseur (Tarr, 2003).
Généralement, la décision d'accepter ou de rejeter un lot repose sur les preuves issues de
I'analyse de I'échantillon, Quand les mycotoxines sont réparties d'une maniére homogene dans
tout le lot a inspecter, I'échantillonnage est facilité. L'erreur totale d'un processus analytique
comprend trois termes:. I'erreur d'échantillonnage, I'erreur de sous-échantillonnage et I'erreur
d'analyse proprement (FAO, 1992).

Tableau 3.1 : Dates des prélévements, poids et origine des échantillons de la matiere
premiére et d’aliment composé préevéesau niveau de lawilaya de Relizane.

Origine Echantillons Datesdes Poids
préévements (9)
Unité de fabrication Gueblie | *Mais 23/12/2010
El hmadna *Tourteaux  de 21/01/2011
soja 19/03/2011 500
*Son
* Aliment 09/03/2011
Composé 19/03/2011
26/03/2011
Unité defabrication El aide | *Mais 09/01/2011
Zemoura *Tourteaux  de
soja 25/03/2011 500
*Son
* Aliment 25/03/2011
COmMposé
Unité defabrication El zaoui | *Mai's 17/01/2011
Zemoura *Tourteaux  de
soja 01/04/2011 500
*Son
* Aliment 01/04/2011
COmMposé
Unité de fabrication Gacem | *Mais 08/03/2011
Yellel *Tourteaux  de
soja 500
*Son
* Aliment 08/03/2011
Ccomposé 21/03/2011
02/04/2011
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2. Analyses physico-chimiques
2.1. Détermination du taux d’humiditérelative
*Principe
La détermination de la teneur en eau est effectuée par une dessiccation de
I’ échantillon dans une étuve réglée a 105 +2°C jusqu’ a une masse constante. Pour éviter toute
reprise d’ humidité, on opére dans des vases de tare, placés dans un dessiccateur (Nielsen,
2010).

*Mode opératoire

-Unetare en verre est sechée et pesée avec précision ;

-Mettre 05g d'échantillon dans latare et peser avec précision ;

- Placer I’ ensemble dans une étuve a 105 + 2°C pendant 3 h;

-On laisse |'échantillon se refroidir dans un dessiccateur pendant 15 min.
-On pése une premiére fois;;

-I’ opération est renouvelée jusqu’ al’ obtention d’un poids constant.

*Expression desrésultats

Letaux d’humidité relative d un échantillon est donné par laformule suivante:

(Po -Pt) — (P1- Py)

% HR = x 100
(Po-Py)

HR= humidité relative.

Pt = poids de latare.

PO = poids de latare avec échantillon.

P1 = poids constant aprés séchage multiple.

2.2. Détermination du pH

Avec une activité de I’eau élevée, les champignons sont en compétition avec les
bactéries comme agents d’ atération des aliments, et lac’'est le pH qui joue un réle décisif
(Pitt et Hoching, 2009). Nos échantillons sont subits un analyse pour la détermination du pH
on seréférent alatechnique suivante :
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*M ode opératoire:

-Broyer 10 g d’ échantillon.
-Méanger 10 g d échantillon broyé avec 90 ml d’ eau distill ée.
-Agiter le mélange et laisser le en repos pendant  une heure.

-Mesurer dupH al’aide d un pH metre.

3. Analyse mycologique
L’ étude de la flore fongique associée a I'aimentation du bétail a été réalisée en
appliquant deux méthodes de détection :
< Laméthode directe : la méthode du buvard et La méthode du buvard modifiée.
+ Laméthodeindirecte : La méthode de dilution.

3.1. Laméthodedirecte

3.1.1. Méthode du buvard et Méthode du buvard modifiée (Limonard, 1966 ;
Benkirane, 1995; Hannin et al., 2003).
*Principe

L"humidité favorise la germination et le développement des champignons, en utilisant
le substrat comme source d’ énergie, ce qui va mettre en évidence la flore réelle qui peut se
développer.

*Mode opératoire pour laMéthode du buvard

Cette méthode consiste a tester 100 grains de chaque échantillon araison de 05 grains
par boite de Pétri de 90 mm de diametre. Ces grains n’'ayant subi aucun traitement
préliminaire sont placés sur des rondelles de papier filtre (buvard) préalablement stérilisées et
humidifiées avec de I’eau distillée stérile. L’incubation des boites de Pétri a lieu a une
température de 25°C pendant sept jours. Les grains sont ensuite examinés sous la loupe pour
observer la présence de champignons.

*M ode opératoire pour la M éthode du buvard modifiée

Elle consiste a la désinfection superficielle des grains en utilisant |’ hypochlorite de
sodium (NaCl,03), 100 grains de chaque échantillon, pris au hasard, sont introduits dans |’ eau
dejavel a6° pendant 3 min, ensuite lavés avec de I’ eau distillée stérile trois fois de suite, puis
déposés dans des boites de Pétri stériles tapissées de papiers filtres imbibés d’eau distillée
stérile araison de 05 grains par boite. Les boites sont incubées a 25 °C pendant 7 jours.
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*Expression desrésultats

» Lepourcentage de grains germeés est calculé selon laformule suivante :

N
G(%):N—G x 100
T

N+t : nombretotal de grains par boite.
Ng : nombre de grains germés.

» Letaux de contamination est estimé selon la formule suivante:

N
C(%) -2 %100
N1

N1 : nombre total de grains par boite.
N2 : nombre de grains contaminés.

3.2. Méthode dedilution

La méhode de dilution est appropriée pour |'analyse mycologique de liquide ou
d aliments en poudre. 1l est également approprié pour les céréa es destinées alafabrication de
farine et en d'autres situations dans lesquelles la contamination fongique totale est pertinente
(Pitt et Hoching, 2009). Il est généralement possible d'énumérer la boite avec un maximum de
150 colonies, mais s une forte proportion de croissance des champignons est présente, le

nombre maximal serainférieur (Dante et al ., 2004).

*Mode opératoire selon Khosravi et al.,(2008) :

- Mettre 10g d’échantillon dans 90 ml d’eau distillée stérile, additionnée de tween 80 (0.01
%, pour permettre une bonne dispersion).

-Agiter la suspension puis laisser la en repos pendant une heure pour obtenir une dilution de
10™.

-Inoculer aseptiquement 0,1 ml de la suspension sur le milieu PDA et CDA puis étaé en
surface.

- I'incubation sefait a25+ 2°C pendant 5a7 jours.

-Isoler les différentes souches.
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*Expression desrésultats

La fréquence d’'isolement (Fr) et la densité relative (RD) des especes sont calculées selon
Gonzaez et al., (1995) :

Nombr e d'échantillons avec une espéce ou d'un agenre
Fr (%) = x 100

Nombr e totale des échantillons

Nombre d'isolats d'une espéce ou d'un genre
RD (%) = x 100
Nombr e total de champignons isolés

Le taux de contamination est calculé selon VDLUFA, (2007) :

>C
Vxnxd

N = nombre d’ unités formants colonies par gramme d'échantillon (UFC/g).
> C= lasomme de toutes |es colonies des boites de comptage.

V= levolume de dilution étalé par boite en ml.

n= nombre des boites qui peuvent étre évaluées.

d= facteur de dilution.

4. | dentification des moisissures

L’identification d’'une espéce fongique repose sur |'analyse de critéres culturaux
(température et vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces derniers
sont congtitués des parametres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers) et
microscopique (aspect du mycélium, des spores, des phialides, des conidiophores) (Tabuc,
2007).

4.1. Identification des genres

Cette technique se base sur I’inoculation des spores des moisissures sur des lames
menées de petits carrés de CDA solidifiés et les recouvrir par des lamelles (Ramirez, 1982).
Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du milieu. L’ensemble est
conditionné dans une chambre stérile et humide puis incubée a 25 °C pendant 3 a 5 jours.

Apres incubation, les lamelles aux quelles s adhérent le mycélium sont, transférées sur

25



Matériels et méthodes

d autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol pour |’ observation
microscopique aux grossissements x10, x40, x100 (Harris, 1986). Les genres sont déterminés
par les caractéres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de Barnett, (1998) et
alaclé de Botton, (1990).

4.2. | dentification des especes du genre Aspergillus et Penicillium
L’identification des espéces d’ Aspergillus et Penicillium est réalisée par la technique
de Pitt e¢ Hoching, (2009) et Ramirez, (1982). Elle consiste a inoculer un tube a hémolyse
remplie 2/3 de son volume d’ agar 0,2% et deux gouttes de Tween 80. Aprés agitation du tube,
des gouttes de cette suspension sont déposées sur les milieux.

4.2.1. Identification des especes d’ Aspergillus

Elle sefait sur trois milieux différents qui sont :

Malt Extract Agar (M.E.A) a25 °C,
Glycérol Nitrate Agar (G25N) a 25 °C,
Czapek Yeast Agar (C.Y.A) adeux températures différentes : 5°C et 37°C.

Y V VYV V

une confirmation des souches présumées Aspergillus flavus , Aspergillus parsiticus est
faite par une inoculation sur le milieu AFAP a 25°C. Ce dernier donne un revers de

culture orange caractéristique a ce groupe.

0 I\ @) Q// O O O
M.E.Aa25°C G25N a25°C C.Y.Aa5°C CY.Aa37°C

Figure 3.1: Typed’inoculation des différentsisolats d’ Aspergillus.

4.2.2. |dentification des especes de Penicillium
Elle sefait sur quatre milieux différents qui sont :
» Czapek Dextrose Agar (C.D.A) a25 °C,
» Malt Extract Agar (M.E.A) a25 °C,
» Glycérol Nitrate Agar (G25N) a 25 °C,
» Czapek Yeast Agar (C.Y.A) a25°C.
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Figure 3.2: Typed’inoculation des différentsisolats de Penicillium.

Lalecture se fait apres 07 et 14 jours en se référant aux clefs d’ identification de Pitt et
Hoching, (2009) et Ramirez (1982).

5. Analyses mycotoxicologique

5.1. Recher che des souches productrices d’ aflatoxines
Toutes les souches d’ Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus identifiées a partir
des prélévements analysés sont cultivées sur milieu P.D.A pendant 5 jours a 25 °C et sont
soumises aux analyses mycotoxicogenique.

5.1.1. Ensemencement sur milieu Y.E.S
Les souches d’'Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sont réensemencées sur
milieu YES (Y east Extract Sucrose) (Davis et a., 1966), Le milieu YES est facile a préparer,
relativement peu codteux, et est adapté pour la production des niveaux plus élevés d'afl atoxine
que les d'autres médias. Pour ces raisons, le milieu YES apparait apte pour le dépistage de la
capacité des champignons a produire des aflatoxines. L’ incubation se fait a 25 °C pendant 14
jours (Davis et al., 1966).

5.1.2. Analyse par la chromatographie sur couche mince (C.C.M)

5.1.2.1. Extraction des aflatoxines

Extraction de cette mycotoxine se fait apres 14 jours d’incubation, par élimination de
la biomasse formée en filtrant le milieu YES a travers du papier filtre, 50 ml du filtrat obtenu
est additionné a 180 ml de chloroforme (Nagy et Loutfy, 2002), I’ensemble est
vigoureusement agité pendant 30 min, on laisse ensuite le mélange décanté en utilisant une
ampoule a décantation. La phase chloroformique ainsi obtenue est filtrée sur un papier filtre
plissé puis passée dans le rotavapor jusqu’a |’ obtention d’un volume de 2 a 3 ml (Figure
3.3).

27



Matériels et méthodes

Souches d’A. flavus et A. parasiticus
ensemencées sur milieu YES

incubées a 25°C
pendant 14 jours

S0 ml du filtrat
+

100 ml de chloroforme

.

agitation pendant 10 min

\i =
. ] La1** phase

décantation /:> C chloroformique <

La 1°° phase aqueuse ]
+

| 50 ml de chloroforme
| agitation pend’mt 10 min

La 291‘(19 pllase
decant‘anon /:>< chloroformlqllt" k

( La 2°"° phase aqueuse ]
+

30 ml de chloroforme
agitation pendant 10 min

\,—,/&> La 3™ phase
décantation chloroformique

Séparation <= rotavapor <‘:‘| filtration
chromatographique T

Figure 3.3: les étapes analytiques de la recherche des souches d’A.flavus et
A.parasiticus productricesd’aflatoxines.
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5.1.2.2. Séparation chromatographique
Elle se fait sur une plague de sélicagel sur laquelle sont déposés deux spots de 20 pl et
40 pl de chague extrait aanayser et 5 pul de chaque solution standard d’ aflatoxines. La plaque
est ensuite placée dans une cuve chromatographique et trempée dans un solvant d éution
constitué de Toluene, Acétaldéhyde et acide formique de volume (5, 4, 1) respectivement
(Betina, 1993). Aprés migration et évaporation du produit d' éution & sec a I'aide d'un
évaporateur, la plague est examinée sous UV a 365 nm (Nagy et Loutfy, 2002).

5.2. Détection des aflatoxines au niveau du substrat
5.2.1. Extraction des aflatoxines et des ochratoxines

Afin d’ extraire les mycotoxines, 50 g de chague échantillon est broyé puis additionné
a 100 ml du solvant (chloroforme — méthanol V/V) (Betina, 1993), le mélange est agité
pendant 10 minutes, la phase liquide est séparée du culot par filtration. Cette opération est
répétée en additionnant successivement 50 et 30 ml du solvant au culot récupéré a chaque fois
apres filtration. Ensuite, le filtrat est concentré jusqu’a un volume de 2 a 3 ml par évaporation
au rotavapor. Cependant, I'extrait est étalé sur un gel d'agar a 2 % et a pH 7 coulé
préalablement sur boites de pétri puis solidifié. Les boites sont laissées entrouvertes afin de
permettre I’ évaporation du solvant d’ extraction, puis eles sont gardées a 4°C pendant 24
heurs (Figure 3.4).

Apres la diffusion des mycotoxines a I’intérieur de la gélose, sa surface est essuyée a
plusieurs reprises avec du papier filtre imbibé d’ hexane pour éliminer les macromolécules de
matiere organique. Le gel d’agar est ensuite coupé en petits carreaux et mélangé avec 100 ml
de chloroforme, le tout est agité pendant 10min puis filtré. Par ailleurs, le culot est
additionnée ensuite a 50 et 30 ml de chloroforme et agité a chaque fois qu'il est récupéré
apres filtration. Le filtrat obtenu est également concentré a |I’aide d un rotavapor, puis subit

une séparation par CCM.
5.2.2. Séparation chromatographique

La séparation chromatographique pour la recherche des aflatoxines et de I’ ochratoxine

au niveau du substrat est réalisée de laméme fagon que pour les souches productrices.
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l 50 g d’un échantillon J rotavapor

=
brovage = surface est essuyée
étalement par I’hexane
‘ S ——
+ gel d’agar 2 % % geld agar 2 %
100 ml du solvant
(chloroforme — méthanol V/V) | I

Le gel d’agar est coupé
agitation pendant 10 min en petits carreaux

\ﬁEm /) it s { {\»/L, }

100 ml du chloroforme

agitation pendant 10 min
= =
+ \ filtration /
{ 50 ml du solvant } D

(chloroforme — méthanol V/V)

agitation pendant 10 min < culot >
— = +
filtration / ‘( filtrat ( [ 50 ml du chloroforme ]

agitation pendant 10 min

@ - =
\ filtration /
+
[ 30 ml du solvant } @

{chloroforme — méthanol V/V)

agitation pendant 10 min +
— [ 30 ml du chloroforme ]
: filtrat
\filtration , -( { agitation pendant 10 min
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1

chromatographique ~— rotavapor
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Figure 3.4: les éapes analytiques de la détection des aflatoxines au niveau du
substrat.

30



Matériels et méhodes

6. Analyses statistiques

Nos résultats sont traités par le logiciel «Excel STAT 2007» et le programme
« SIGMASTAT 3.5 » Quartes parametres sont utilisés pour analyser ces résultats: |’ écart
type, qui est une mesure de la dispersion, Le coefficient de corrélation simple qui est une
mesure de I'intensité de la relation (indépendance) linéaire entre deux variables aléatoires,

Aing, que letest ANOVA et letest delarégression linéaire.
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1. Analyses physicochimiques
1.1. Humiditérelative

L’analyse concernant |"humidité relative, révéle que tous nos échantillons (Mais,
Tourteaux de soja, Son et Aliment composé) sont peu hydratés, les valeurs moyennes de
I"humidité relative s échelonnent généralement entre 07,25 % et 13,02 %. Une forte
corrélation entre I’humidité relative et le taux de contamination des échantillons a été
repérée pour I’ aliment composé ou |e coefficient de corrélation r = 0,93, et avec moins degré
pour le mais, tourteaux de soja et le son, dont les coefficients de corrélation étaient égales a
0,74, 0,79 et 0,75 respectivement.

16

14

12

10 & Mais

Tourteaux de soja

@ Son

& Aliment composé

Taux d’humidité en %
oo

Figure 4.1 : Taux d’humidité relative des différents échantillons de mais, tourteaux de
soja, son, et Aliment composé exprimé en pour centage (Valeurs exprimeées en moyenne +
S).

12.LepH

Les résultats du pH des différents échantillons analysés (Mai's, Tourteaux de soja, son
et Aliment composé), indiquent que I’ ensemble des échantillons sont |égérement acide avec
des vaeurs comprises dans I'intervalle (5,94 et 6.91). La corrdlation entre le taux de
contamination et le pH des échantillons du mais révele une dépendance négative (le
coefficient de corréation r = -0,75), mais cette dépendance était faible pour |’aiment
composeé (r =-0,59) et leson (r =-0,17).
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B Mai's

Tourteaux de soja
El Son

E4 Aliment composé

Figure4.2: le pH de différents échantillons de mais, tourteaux de soja, son, et |’aliment
composé des bétails (Valeurs exprimées en moyenne+ S).

2. Réaultats dela méthode du buvard et méthode du buvard modifiée
2.1. Taux de ger mination

Les résultats relatifs a la germination, montrent que le taux de germination des
échantillons anal ysés selon la méthode du buvard modifiée est plus éevé que celui du buvard,
et avec une moyenne de 60,37%. Le taux de germination révélé par la méthode du buvard
était 42,62%, et avec une moyenne totale entre les deux méthodes de 54,52%. Ainsi, une
corrélation négative entre le taux de germination et le taux de contamination a été repérée on

se basant sur les résultats notés pour les deux méthodes.

80

70

60

g2 Méthode du buvard

50

eSSl Sl = Méthode du buvard

i modifiee

40

R @ Totale

30

20

Taux de gamnmination en 26

10

Figure 4.3 : Taux de germination des échantillons de mais analysés par la méthode du
buvard et méthode du buvard modifiée exprimé en pourcentage (Valeurs exprimées en
moyenne x S).
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2.2. Taux de contamination

Les résultats de I'analyse des différents échantillons de mai's par la méthode directe
montre que le taux de contamination obtenue par la méthode du buvard est plus élevé que
celui obtenue par la méthode du buvard modifiée.
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_5 60 = Méthode du buvard
.g 50

% /| Méthode du buvard
*g 40 modifiée

3] = Totale

[}

kel
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Figure4.4: Taux de contamination des échantillons de mais analysés par la méthode du
buvard et méthode du buvard modifiée exprimé en pourcentage (Valeurs exprimées en
moyenne x S).

2.3. Lafréquence d’isolement des genres
2.3.1. Lafréquenced’'isolement des genrespar la méthode du buvard

La fréquence de laflore fongique révélée par la méthode du buvard est caractérisée
par la contamination de touts les échantillons par le genre Rhizopus (100%), Ains par la
dominance du genre Aspergillus et le genre Fusarium qui contaminent 87 ,50% des

échantillons, et finalement |e genre Penicillium devient avec une fréquence de 75 %.

100

Frecence d'isolement (%)

Aspergillus Penicillium Fusarium Rhizopus

Figure4.5 : Fréquence d’isolement des genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium, et
Rhizopus dansles échantillons de maisanalysé par la méthode du buvard.
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Aspergillus
F1 Penicillium
® Fusarium
Rhizopus

Figure4.6 : La densité relative des genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium, et
Rhizopus dansles échantillons de maisanalysé par la méthode du buvard.

2.3.2. Lafréquence d’isolement desgenrespar la méthode du buvard modifiée

Avec la méthode du buvard modifiée, on notant une forte diminution de la fréquence
du genre Rhizopus (12,50 %), et une augmentation pour le genre Fusarium avec un
pourcentage qui atteint 87,50 %.

Concernant le genre Aspergillus et le genre Penicillium, on ne remarque pas une
grande modification dans les pourcentages de la densité relative par rapport la méthode du

buvard, mais les taux de contamination et les fréquences d’isolements général es se diminuent.
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Figure 4.7 : Fréquence d’'isolement des genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium, et
Rhizopus dansles échantillons de maisanalysé par la méthode du buvard modifiée.
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Aspergillus
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B2 Penicillium
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B Rhizopus

Figure 4.8: La densité reative des genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium, et
Rhizopus dansles échantillons de mais analysé par la méthode du buvard modifiée.

3. Réaultats de la méthode de dilution

L’ exploitation des résultats obtenus par cette méthode permette |’ appréciation du
degré de pollution (Taux de contamination), tout en donnant une image sur la flore
contaminant de tous nos échantillons.

3.1. Lemais

La charge fongique totale, ains que les différentes souches fongiques apparues par la
méthode de dilution pour les échantillons de mais (x10° UFC/g) témoignent d’un taux de
contamination par une flore fongique devée. Ce taux est de I’ordre 40,07 x10* UFC/g. Les
genres les plus dominants sont respectivement, Aspergillus (18,90 x10°UFC/g), Penicillium
(08,80 x10° UFC/g), et Fusarium (07,22 x10°UFC/g) qui correspond aux fréquences
suivantes : 46,34%, 21,96%, 18,01%, respectivement. Les principales especes d' Aspergillus
sont Aspergillus flavus (12,61 x10°UFC/g), Aspergillus niger (12,61 x10°UFClg), et
Aspergillus clavatus (12,61 x10°UFC/g), concernant le genre penicillium, la dominance était
pour Penicillium verruculosum (04,40 x10°UFC/g) et Penicillium rugulosum
(02,01x10°UFC/g). Le genre Rhizopus, qui est un témoin du mauvaise stockage était présent
avec un taux de contamination allez de 01,91 x10*°UFC/g 408,36 x10°UFC/g.
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spp
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Figure4.9: Lafréguenced’isolement de moisissures a partir des échantillonsdu Malis;
différence significative (***: p<0.001),(* : p<0,05).
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Figure4.10: Les parametres calculés pour I’analyse mycologiqgue du Mais par la
méthode de dilution ; (a) : La densité relative; (b) : Taux de contamination exprimées
en moyenne x10° UFC/g.
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3.2. Tourteaux de soja

La méthode de dilution révele a un taux de contamination relativement faible pour les
tourteaux de soja (19,43 x10°UF/g) en comparaison avec les autres ingrédients. La fréquence
disolement des moisissures montre la présence essentiellement quatre genres, 75 % des
échantillons sont révélés contaminés par le genre Aspergillus et le genre Penicillium. La
dominance du genre Aspergillus est nettement clair, dont le taux de contamination était de
(10,47x10°UF/g), avec un pourcentage de 53,88%, ce genre était représenté par trois espéces
(A.flavus, A.niger, A. clavatus).

La densité relative du genre penicillium est élevée (44,67%) par rapports aux autres
ingrédients, avec la présence de cing especes (P.aurantiogriseum, P.chrysogenum,
P.crustosum, P.griseofulvum, P.rugulosum) (Figure 4.11). Les autres genres révélés dans les
échantillons des tourteaux de soja sont essentiellement deux genres, Alternaria avec un
taux de contamination de 00,09 x10°UF/g (00,46%) et Rhizopus (00,18 x10°UF/g).

80 *

Cladosporium  Ulocladium  Alternaria spp Fusariumspp ~ Penicilllum  Aspergillus  Rhizopus spp
Spp Spp Spp Spp

70

Fréquence d'isolement (%)

Figure4.11: La fréquence d’'isolement de moisissures a partir des échantillons du
Tourteaux de soja ; différence significative (* : p<0,05).

Remarque : I"analyse mycologique des échantillons des tourteaux de soja par la méthode de
dilution, montre des charges assez élevées par les levures, surtout ala dilution 10™ et sur le
milieu PDA.
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Figure4.12: Les paramétres calculés pour I'analyse mycologique du Tourteaux de soja
par la méthode de dilution; (a) : La densité reative; (b): Taux de contamination
exprimées en moyenne x10° UFC/g.

3.3. Son

La lecture des moyennes du taux de contamination ainsi que les différentes souches
fongiques isolées a partir des échantillons du son, nous indiquent que la mycoflore totale a
une valeur moyenne de (23,97 x102UF/g). L’étude de la fréquence d'isolement des
moisissures, montre la présence de six genres figurés par Aspergillus (87,5%), Penicillium
(37,5%), Cladosporium (25%), Ulocladium (37,5%), Alternaria (50%), Rhizopus (25%), mais
en revanche on note |I’absence du genre Fusarium sur la totalité des échantillons du son.
Concernant la mycoflore spécifique, 1adominance éait pour le genre Aspergillus (13,06 x10°
UFC/g) avec une densité relative de 54,48%, en tenant cinq especes (A.niger, A.flavus,
A.ochraceus, A.fumigatus A.clavatus), suivi du genre Penicillium (03,10 x10°> UFC/g) et une
densité relative de 12,93%, avec quatre espéces (P.griseofulvum, P.chrysogenum,
P.crustosum, P.aurantiogriseum). On a enregistré ainsi la présence des genres Cladosporium
(02,67%), Ulocladium, Alternaria (10,68%) et Rhizopus dans les échantillons du son.
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Figure 4.13: La fréquence d’isolement de moisissures a partir des échantillons

d’aliment compose ; différence significative (***: p<0.001).
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Figure 4.14: Les parameétres calculés pour I’analyse mycologique du Son par la méthode

La densité relative; (b): Taux de contamination exprimées en

de dilution; ((a) :
moyenne x10% UFC/g.
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3.4. Aliment composé

Au terme de I’ analyse mycologique et biodiversité fongique, six genres différents ont
été isolés et identifiés a partir des échantillons de I’ aliment composé analyses. Ainsi, le genre
Aspergillus est représenté par cing espéces différentes, le genre Penicillium représenté par
quatre isolats différents. Les autres genres sont de moins fréguence et représentés par
Ulocladium, Rhizopus, Fusarium, et Alternaria. Toutefois, la comparaison entre |’ aliment
composeé et les ingrédients premiers montre des charges potentielles différentes. | aliment
composé éait plus chargée, avec une moyenne de 56,39 x10° UFC/g, c'est le genre
Aspergillus (avec cing especes) qui est le plus fréquent (58,25%), avec un taux de
contamination de 32,85 x10? UFC/g, le genre Penicillium est présent avec un taux de 13,20
x10% UFC/g (12,93%).Cependant, |es espéces A.flavus, A.clavatus, A.niger et P. verruculosum
s éaient les plus dominantes. D’apres I’analyse mycologique, il y a une disparition de
certaines especes fongiques (Penicillium griseofulvum, Penicillium rugulosum, Cladosporium
Spp), €t I’ apparition d autre (A.terreus), en passant des ingrédients premieres vers |’ aliment
composée. Concernant la fréguence d’isolements, la totalité des échantillons sont réevélés
contaminés par le genre Aspergillus et le genre Penicillium (100%), cependant la fréguence
du genre Rhizopus ne dépasse pas 37,5%, a savoir gue le Mai's représente la majore partie de
I’aliment composé. Ainsi la flore du champ s était évoqué par le genre Fusarium, et le
genre Alternaria.
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Figure 4.15: La fréguence d’isolement de moisissures a partir des échantillons
d’aliment composé ; différence significative (***: p<0.001),(* : p<0,05).
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Figure4.16: Les paramétres calculés pour |’analyse mycologique de I'aliment composé
par la méhode de dilution; (a): La densité relative; (b): Taux de contamination
exprimées en moyenne x10? UFC/g.

3.5. Test de Régression

Une analyse de régression ou la variable d'dépendante Y dépend linéairement de

plusieurs variables indépendantes X1, X2, . . ., Xk est appelée régression linéaire multiple.
L’équation de régression linéaire multiple est de laforme: Y =f (X1,X2, ..., Xk) ou f

(X1,X2, ..., XK) est une fonction linéaire de X1, X2, . . ., Xk (Dodge, 2007).

La méthode de la régression donne une idée de la fagon dont varie en moyenne la
variable «y », dite dépendante, en fonction de la variable x, dite indépendante. De ce fait, la
recherche d’ une telle relation fait appel a une procédure de régression multiple a des variables
explicatives (pH et HR).
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» L’équation derégression :
Y= Taux de contamination =102.136 + (1.691 * HR) - (13.112 * pH)
R2 : le coefficient de détermination=0.528
Ce coefficient nous indigue que I'équation de régression refléte parfaitement la
corrélation entre les moisissures et les parameétres physico-chimiques, plus il se rapproche du
1 1’équation de régression est utile pour I’ estimation de la variable et plus il se rapproche du 0

I’ éguation ne sert pas a estimer lavaleur dey (voir annexe 14).
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Figure 4.17 : Comparaison des taux de moisissures réel et estimés suivant la loi
d’ajustement calculé par le modéle de régression linéaire multiple; (a) : Courbe de
régression du HR ; (b) : Courbederégression pH.
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4. L’identification des espéces du genre Aspergillus et genre Penicillium

4.1. ldentification les especes du genre Aspergillus

Suite a I'inoculation sur les milieux standards d’identification et en se référant aux clefs

d’identification de Pitt et Hocking (2009), on a pu identifier les especes dans le Tableau 4.1. La

détermination des espéces se fait apres lecture des diametres, la couleur des mycéliums et des

métabolites produits. Les Figures 4.19 et 4.18 montrent des photos des souches d’ Aspergillus

isol ées.

Tableau 4.1 : les principaux critéres morphologiques des Aspergillus sur les milieux standards
utilisés pour I'identification des espéeces.

Espece Milieu | T° Lecture
Surface Reverse | Diamétre Exsudat
Aspergillus clavatus CYA | 37°C Grisclaire, Pale 39 mm Absence
bleu verdéatre
CYA | 5°C \ \ G- \
G25N | 25°C Gris Pale 28 mm Absence
MEA | 25°C Grisclair Pale 41 mm Absence
Aspergillus flavus CYA | 37°C Jaune, jaune Jauneclair 62 mm Absence
verdéatre
CYA | 5°C \ \ G- \
G25N | 25°C Jaune Pale a orange 51 mm Absence
MEA | 25°C Vert Pale 68 mm Exsudat clair
AFAP | 25°C Blanc Orange 43 mm Absence
Aspergillus fumigatus CYA | 37°C Gris Pale 65 mm Absence
CYA | 5°C \ \ G- \
G25N | 25°C Gris Pale 23 mm Absence
MEA | 25°C | Bleu verdétre Vert clair 70 mm Absence
Aspergillus niger CYA | 37°C Noir Pale 61 mm Absence
CYA | 5°C \ \ G- \
G25N | 25°C | Noir, jauneclair Pale 46 mm Absence
MEA | 25°C Noir Pale 64 mm Absence
Aspergillus ochraceus CYA | 37°C Jauneor Jaune orange 31 mm Absence
CYA | 5°C \ \ G- \
G25N | 25°C Jaune clair Jaune pale 43 mm Absence
MEA | 25°C Jaune créme Pale 52 mm Exsudat clair
Aspergillus parasiticus | CYA | 37°C | Jauneverdatre Pale 66 mm Absence
foncée
CYA | 5°C \ \ G- \
G25N | 25°C Jaune Pale 56 mm Absence
MEA | 25°C Vert clair Pale 76 mm Exsudat marron
AFAP | 25°C Blanc Orange 46 mm Absence
Aspergillusterreus CYA | 37°C | Jaunemarron Pale 63 mm Absence
CYA |5°C \ \ G- \
G25N | 25°C Marron pale Pale 22 mm Absence
MEA | 25°C marron Marron clair 54 mm Absence

*G": germination. * G- : pasde germination.
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Figure 4.18: Espéces du genre Aspergillus sur les milieux standards d’identification (a,b,c au
7'émej0ur, daul Iémejour); (a): Aspergillus niger ;(b,d): Aspergillus flavus ; (c): Aspergillus parasiticus ;
(R): reverse dela boite; (M) : aspect microscopique (Gr. x 40) ; AFPA: Aspergillus flavus and parasiticus agar,
25°C; CYA: Czapek yeast extract agar, 37°C; G25N: 25% Glycerol nitrate agar, 25°C; MEA: Malt extract agar,

25°C.
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Figure 4.19 : Espéces du genre Aspergillus sur les milieux standards d’identification au 7™

jours; (a): Aspergillus fumigatus, (b): Aspergillus terreus; (c): Aspergillus ochraceus; (d): Aspergillus clavatus;
(M) : aspect microscopique (Gr. x 40) ; CYA: Czapek yeast extract agar, 37°C; G25N: 25% Glycerol nitrate
agar, 25°C; MEA: Malt extract agar, 25°C.
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4.2. | dentification les especes du genre Penicillium

A coté des Aspergillus, les Penicilliums jouent un réle assez important dans |’ altération des

aliments mais les Penicilliums se dével oppent dans des milieux ou I’ activité de |’ eau est plus élevée

gue celle permettant la croissance des Aspergillus, et a des températures plus basses. Ce genre

comprend environ 227 especes définies essentiellement d'apres les caracteres du thale, des

pénicilles et des spores (Pitt, 1988).

Suite a I'inoculation sur les milieux standards d'identification et en se référant aux clefs
d’identification de Ramirez (1982) et les clefs d'identification de Pitt et Hocking (2009), on a pu

identifier les espéces dans le Tableau 4.2.

Tableau 4.2 : les principaux criteres mor phologiques des Penicillium sur les milieux standards

utilisés pour I'identification des espéeces.

Espece Milieu | T° Lecture
Surface Reverse Diamétre | Exsudat
Penicillium aurantiogriseum CDA 25°C | Gris verdatre Jaune 46 mm Absence
CYA 37°C Vert foncé Jaune clair 58 mm Absence
G25N | 25°C Blanc Jaune orange 22 mm Absence
MEA | 25°C | Bleuverdatre Jaune 20 mm Absence
Penicillium chrysogenum CDA 25°C | Vert bleuatre | Jauneclaire 45 mm Absence
CYA | 37°C Vert foncé pale 50 mm Absence
G25N | 25°C Jaune clair Jaune orange 35 mm Exsudat
jaune

MEA | 25°C | Vert bleuétre jaune 49 mm Absence
Penicillium crustosum CDA | 25°C Vert pale 23 mm Absence
CYA 37°C Vert clair Jaune 54 mm Exsudat

clair
G25N | 25°C | Jaune marron Pale 20 mm Absence
MEA | 25°C Vert Pale 35mm Absence
Penicillium griseofulvum CDA 25°C Vert clair Rouge 29 mm Absence
CYA 37°C Vert marron 41 mm Absence
G25N | 25°C Blanc Orange 22 mm Exsudat
marron
MEA | 25°C Vert foncé Rouge marron 38 mm Absence
Penicillium rugulosum CDA 25°C Jaune Orangerouge 18 mm Exsudat
verdatre Jaunatre
CYA 37°C Vert Pale 08 mm Absence
G25N | 25°C | Grisverdatre | Marron foncé 09 mm Absence
MEA 25°C Vert Jaune créme 35 mm Absence
Penicillium verruculosum CDA 25°C Jaune Marron claire 52 mm Exsudat

verdatre clair
CYA 37°C Blanc, vert Jaune marron 61 mm Absence

violet

G25N | 25°C Blanc Pale 30 mm Absence
MEA | 25°C Vert foncé Pale 56 mm Absence
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Figure 4.20 : Espéces du genre penicillium sur les milieux standards d’identification au 14 '*™
jour; (a): P.chrysogenum; (b): P .verruculosum; (c): P .crustosum; (d): P .rugulosum; (e): P .aurantiogriseum;

(f): P. griseofulvum; (R): reverse de la boite; (M) : aspect microscopique (Gr. x 40) ; CYA: Czapek yeast extract

agar, 37°C; G25N: 25% Glycerol nitrate agar, 25°C; MEA: Malt extract agar, 25°C; CDA: Czapek-Dox agar,
25°C.
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5. Analyses mycotoxicol ogiques
5.1. Les souches productrices d’ aflatoxines

Le test de production d'aflatoxines faite pour douze souches d’'Aspergillus flavus et
Aspergillus parasiticus isolées de nos différents échantillons, a révélé que 83,33% des souches
testées étaient productrice d'aflatoxines. Cing souches (Ss5,Ss,S0,S10,S11, au figure) étaient
productrices ' AFG,, et quatre souches (S1,$,,5,S;) éaient productrices d' AFB;, avec une
seule souche (S;2) productrice d’ AFG; et d AFB;. On notant que deux souches (Sz, Sy) N’ étaient

pas productrice d’ aflatoxines B; ou G;.

Tableau 4.3 : les pourcentages des souches d’Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus
productrices et non productrices d’ aflatoxine B; et aflatoxine G;.

Typede souches Typed aflatoxine Nombr e de souches Pour centage

Les souches AFB; 04 33,33%

productrices AFG; 05 41,66% 83,33%
AFB; et AFG; 01 08,33%

Les souches non AFB;ou AFG; 02 16,66%

productrices

5.2. La détection des aflatoxines et de |’ ochratoxine A au niveau des substrats

Lerésultat de laprésence de |’ ochratoxine A était positif pour quatre échantillons de mai's, ce
qui signifier que 50 % des échantillons étaient contaminés. La présence des aflatoxines au niveau
des échantillons de mai's n’était pas bien clair, dont I'intensité des spots est faible, et malgré on
notant la présence de I’ aflatoxine B1 sur la totalité des échantillons. La recherche des aflatoxines
et de |’ ochratoxine A sur les autres substrats (les tourteaux de soja, le son, et |’ alimentation finale),
Sest révélée négative, a savoir que |’ extraction était fait par le chloroforme qui est le meilleur
solvant pour les mycotoxine et que I’ opération passait par trois phase d’extraction, 100 ml, 50 ml,

et 30 ml pour augmenter |e rendement.
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Figure4.21: Les plaques de la chromatographie sur couche mince visualisées sous la lumiéere
UV ; (a): Séparation chromatographique via la recherche de la présence d’aflatoxine B; et aflatoxine G
produites par les souches d’ Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus; (T) : Témoin AFB1; (b) : Séparation
chromatographique via la recherche de la présence d’aflatoxines aflatoxine B1 et I’ochratoxine A au niveau du
Mais; (c): au niveau des Tourteaux de soja; (d); au niveau du Son; (€): au niveau d’aliment composg; (O): témoin
ochratoxine A; (A): témoin aflatoxine B1.
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Les moisissures sont des champignons filamenteux qui se développent sur une large gamme
de produits entrant dans la ration alimentaire des ruminants (Ruppol et al., 2004). Certaines souches
de ces moisissures, sont capables d excréter des mycotoxines (Yiannikouris et Jouany, 2002 ;
Bennett et Klich, 2003). Les facteurs physiques essentiels qui influencent la croissance et la
production de mycotoxine sont latempérature, I’ activité d eau et le pH (Mitchell et al., 2004).

La disponibilité en eau a une influence déterminante sur le développement du champignon
ainsi gue sur sa production de mycotoxines, notamment dans les denrées peu hydratées comme les
céréales (Cahagnier et al., 1998). Les différences de comportement des especes fongiques selon la
disponibilité en eau ont conduit a distinguer des especes hygrophiles, mésophiles et xérophiles
(Folcher, 2008). Nos résultats montres que tous les échantillons (Mai's, Tourteaux de soja, son et
Aliment composé) sont peu hydratés, les vaeurs moyennes de |"humidité relative étaient
géné&ralement entre 07,25 % et 13,02 %. Mais les taux de I’humidité dans les fractions de
I’alimentation ne sont pas homogenes, dont il y a des zones qui sont avec des taux de I’humidité
bien élevés par apport d'autres, et le mélange des sous échantillons qui fait homogénéiser les
rapports, ains que les moisissures appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium sont
généralement capables se développer dans les aliments pauvres en eau comme les céréales au cours
de stockage (Castegnaro et Pfohl, 2002). Selon Alborch et ces collaborateures (2011), les souches
d’ Aspergillus Niger et Aspergillus carbonarius ont pu produire de I'OTA sur les grains de mai's a
partir de la cinquiéme journée d'incubation sur une large plage de températures et disponibilités en
eau. Certaines moisissures xérophiles (A. flavus ou P. restrictis) peuvent se développer dans les
denrées dont I’ Aw est faible. Généralement, les especes d’ Aspergillus et de Penicillium sont des
contaminants typiques des céréales au stockage tandis que les espéces de Fusarium préferent le
milieu dont I’Aw est plus élevée (Pardo et al., 2004). Néanmoins, les champignons de champs
exigent typiquement d'une haute teneur en humidité dans le substrat (22-25 %) par rapport aux
champignons de stockage (13-18 %) (Samson et al., 2005).

Le pH peut avoir un effet critique pour la croissance fongique et la production de
mycotoxine (Reboux, 2006). Le pH de nos échantillons était |égérement acide avec des valeurs
comprises dans I'intervalle (5,94 et 6.91). Selon Balzer (2003) la majorité des moisissures se
développent dans un pH compris entre 4 et 8, avec une croissance optimale entre 5 et 6, certaines
toléerent cependant des pH beaucoup plus acides ou tres acain. En raison de leur acidité de
nombreux aliments sont beaucoup plus exposés a une atération fongique que bactérienne (Tabuc,
2007). Ainsi que I'OTA se forme préférentiellement sur les aliments acides (Cuero et Smith,
1987). L'aimentation de bonne qualité est nécessaire pour le maintien des fonctions physiologiques
et le systéme de défense des animaux contre les maladies et les parasites. Traditionnellement, la

qualité d'un aiment a été évaluée sur la base de la valeur nutritionnelle de chague composante
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alimentation (Khosravi et al, 2008). Dans le présent travail, le total de 32 échantillons est prélevé et
analyseé pour déterminer les différentes populations fongiques.  L'expression d'environ sept
différentes genres de champignons, qui représentent alafoislaflore du champ et de stockage avec
I'apparition d’un pourcentage particuliérement important pour des especes appartiennent aux genres
Aspergillus, Fusarium et Penicillium. Ces résultats sont similaires a ceux obtenus par dautres
chercheurs (Bragulat et al,. 1995; Accens et al, 2004 ; Khosravi et al, 2008). Selon Cahagnier et
al., (1998), les espéces de moisissures | es plus fréguentes retrouvées dans les aliments appartiennent

aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium.

La dominance du genre Aspergillus était bien claire dans la plupart des échantillons de
I’aliment composé et ses ingrédients (tourteaux de soja, mais et sons). Ainsi, les Aspergillus sont
souvent retrouveés dans les céréal es issus des régions chaudes, parfois a des fréquences tres élevees :
82.3% des échantillons d’'orge en Espagne (Medina et al., 2006). 76,4%, 78% et 82,3% des
échantillons de mai's produits au Ghana (Kpodo et al., 2000), en Argentine (Etcheverry et al., 1999)
et au Venezuela (Medina et Martinez, 2000) ont été trouvés contaminés par des Aspergillus. Bien
gu’ un début de contamination soit possible au champ, la contamination par Aspergillus flavus aura
principalement lieu au cours du stockage, si les conditions sont chaudes et humides (Miller, 1995).
D’ apres notre éude, le taux de germination des grains de mais était de 54,52 %, mais selon un
travail faite par Moussaoui, (1994) au niveau de I unité de transformation de Meghnia, le taux de
germination ne dépassait pas le 30,6%, a savoir que s le pourcentage ne déepasse pas 80%, le
produit est dévié vers I’aimentation animale. La désinfection superficielle par |I"hypochlorite de
sodium (la technique du buvard modifiée augmente le taux de germination, et permet |’ apparition
de la flore interne (Hassani et al., 2008 ; Djerroudi et al., 2010) ce qui traduit par |’ élévation de
pourcentage du genre fusarium. Les espéces de Fusarium se développent, de préférence, sous des
climats moins chauds et plus humides et situent dans des Aw extrémes par rapport aux autres
genres. Par ailleurs, les moisissures ne sont pas exclusivement toxinogenes (Folcher, 2008). En
1998, au Brésil, des especes de Fusarium ont été retrouvées dans 98,7 a 100% des échantillons de
mai's analysés (Ono et al., 1999). Par |la méthode de dilution, le genre fusarium, révélé au niveau du
mai's et I’ aliment composé qui déja contient les grains de mai's broyées. Le genre Fusarium spp est
un contaminant du mai's, mais aussi d autres cultures dont le blé, le mil et le sorgho ainsi que les
fruits secs (Folcher, 2008). Le genre Fusarium comprend des especes capables de produire de
nombreuses mycotoxines : les trichothécenes, la zéaralénone et les fumonisines (Pitt, 2000). Le
mai's était plus contaminé que le son ou les tourteaux de soja, selon Tabuc, (2007), les céréaes sont
sans doute |les denrées alimentaires les plus fréguemment contaminées par les moisissures. Laflore

fongique du son s'est révélée plus élevée et plus diversifiée que celle de tourteaux de soja, duquel
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les spores des moisissures sont concentrées sur la partie externe (I’enveloppe) du grain ou elles 'y
sont étroitement liées et par conséquent, I’ dimination des envel oppes des grains de blé par brossage
abrasif réduit le taux de contamination d’ environ 87% (Laca et al., 2006).Deux genres mgjoritaires,
Aspergillus et Penicillium sont révélés dans les tourteaux de soja avec une absence totale du genre
Fusarium. Cependant la contamination des oléagineux, graines ou tourteaux, couramment utilisés
en adimentation animale, est principaement due aux trois genres de moisissures Aspergillus,
Fusarium et Penicillium (Yiannikouris et Jouany, 2002). Généralement les conditions de stockage
des ingrédients premieres sont mauvaises, et souvent les grains de mais sont déposees
directement sur la terre sans protection contre les agents de détérioration et d'infection, selon
Castegnaro et Pfohl, (2002) les insectes représentent les principaux vecteurs de spores de
moisissures au champ et dans les lieux de stockage. Les insectes, en dégradant la paroi des grains,
favorisent la contamination par les moisissures et la production des mycotoxines. Les acariens sont
des vecteurs important de spores, ils vivent sur les grains moisis, récupérent et transportent ensuite
les spores sur la surface de leur corps et dans leur tube digestif. D’ aprés nos résultats, |e genre
Penicillium vient en seconde place aprés le genre Aspegillus de point de vue  fréguence
d’ apparition. Cependant les espéces du genre Penicillium proliférent en présence d’'une activité
hydrique relativement faible et a basse température. Ces especes sont fréquemment isolées des
céréales produites dans les pays tempérés, 57% des échantillons d’ orge en Espagne contenaient des
Penicillium (Medinaet al., 2006), 67%, 50 & 83%, 93 & 100% des échantillons de mais d’ Argentine,
d’Inde et de Brésil (Etcheverry et al., 1999 ; Janardhana et al., 1999 ; Ono et al., 1999). Penicillium
crustosum est un champignon de détérioration. Il a été isolé de la majorité des céréales et des
échantillons d'aliments pour animaux examinés (Pitt et Hocking, 2009), ains  Penicillium
aurantiogriseum, Penicillium chrysogenum et Penicillium griseofulvum sont trés fréguemment
rapportés a partir des céréales. leriz, blé, orge, mais, farine (Pitt et Hocking, 1997). Les aliments
Ccomposes pour les bétails peuvent étre contaminés par les spores qui étaient initialement présentes
dans les céréales ou dans les autres ingrédients (oléagineux) qui entrent dans leur composition
(Tabuc, 2007). Ils peuvent aussi étre contaminés au cours du processus de fabrication ou pendant le
stockage. Les especes de moisissures les plus fréquemment retrouvées dans les aliments composés
appartiennent aux mémes genres que ceux contaminant les céréales : Aspergillus, Penicillium,
Fusarium (Tabuc, 2007). Une enquéte menée en Slovaquie a montré que 89% des échantillons
contenaient des Penicillium, 69% des Aspergillus et 42% des Fusarium (Labuda et Tancinova,
2006). Ces fréguences de contaminations sont comparables avec celles obtenues dans des enquétes
réalisées en Argentine (Tabuc, 2007). Le changement de la disparition ou bien I'apparition de
certaines espéeces fongiques en passant des ingrédients premiéres vers |’aliment composee peut

sexpliquer par I'effet des processus de fabrication et les phénoménes de compétition. La
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compétition pour les nutriments et I’espace est un phénoméne rencontré 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 especes et défavoriser les autres (Castegnaro et Pfohl, 2002). Les
champignons producteurs de toxines appartiennent essentiellement aux genres Aspergillus spp.,
Fusarium spp., Penicillium spp. et Alternaria spp. (Boiron, 2008). La plus parts des especes
identifiées a partir nos échantillons sont toxinogénes, sept espéces du genre Aspergillus (A .flavus,
A.clavatus, A.niger, A. parasiticus, A.terreus, A.ochraceus ,A.fumigatus), aors que le genre
Penicillium était représenté par six especes. La majorité d especes du genre Penicillium sont
capables de produire des mycotoxines : I’ acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum), I’ acide
pénicillique (Penicillium cyclopium) ; la patuline ou la clavacine (Penicillium expansum,
Penicillium griseofulvum) (Frisvad et Samson, 2004), la citrinine (Penicillium expansum),
I’ ochratoxine A (Penicillium verrucosum) (Pitt, 2000). pénitrem A, roquefortine C (Penicillium
crustosum) la Toxicité des penitrem vis-a-vis les animaux est bien confirmé (Pitt et Hocking, 1997)
; rugulosine, skirine (Penicillium rugulosum) (Tabuc, 2007). Et malgré que les Penicillium sont trés
rarement incriminés en pathologie animale et humaine, parce que la température de croissance de la
plupart des especes est inférieure a 30°C (Hennequin et Lavarde, 1998). Aspergillus flavus et A.
parasiticus sont les principaux producteurs d'aflatoxines. L’ aflatoxine Bl est classée comme
cancérigene chez I’homme et I'anima (Tabuc, 2007). Aspergillus fumigatus synthétise plusieurs
métabolites tres toxiques comme la fumagiline, I’acide helvolique, la gliotoxine, les dérivés
guinoniques, des alcaloides voisins de ceux de I’ ergot de seigle. Aspergillus niger peut produire de
I’ acide oxalique, des malformines et, certaines souches, des aflatoxines. Aspergillus ochraceus est
le principal producteur d'ochratoxine A. Il colonise lui aussi de tres nombreux substrats. Aspergillus
terreus élabore des substances antibactériennes, de toxicité variable (flavipine, terréine, citrinine,
erdine et molécules voisines, clavacine) (Botton et al., 1990). Cependant selon Folcher, (2008), on
entend par « espece fongique toxinogene », une espece pour laquelle certaines souches sont
susceptibles d' élaborer ou de provoquer |’ apparition d' un ou plusieurs métabolites toxiques dans
certaines conditions. La dynamique épidémique de chagque groupe mycologique est étroitement
dépendante des conditions de I’ environnement. Le nombre des facteurs impliqués tout comme les
interactions probables qu’il peut exister entre eux est considérable. Par ailleurs, du point de vu
mycotoxicologique, dix des douze souches d Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus
(83,33%) isolés et identifiés sont potentiellement mycotoxinogenes. Le dosage quditatif par CCM
des aflatoxines B1 et G1 sur les échantillons de mai's s est révélé positif. Cela peut étre expliqué par

la possibilité que les souches d’ Aspergillus isolées de ces échantillons soient toxinogenes, en plus,
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la température optimale de toxinogénese est voisine de la température optimale de croissance
(Bourgeoiset al., 1996).

Cependant, et selon plusieurs travaux, des différents niveaux de contamination par les
aflatoxines sont détectés au niveau du mais: en Argentine par AFB1 (50 pg/kg) AFB2 (30 pug/kg)
(Nepote, 1997), en Brésil par AFB1 (0,2-129 ug/kg) (Vargas, 2001), en Etats Unis, aflatoxines
totales (0-35 pg/kg) (Abbas, 2002), en France par AFB (14-34 ug/kg) (Garon, 2006), en Kenya par
AFB1 (52.91 ng/kg) (Lewis, 2005). Malgré I'absence d Aspergillus ochraceus dans les
échantillons de mais, la présence de I’ochratoxine A peut sexpliquer par que la toxine est
préformée dans le substrat et I’ absence de champignon ne signifie obligatoirement |’ absence de la
toxine ains les moisissures peuvent proliférer et produire des mycotoxines avant ou apres la
récolte, pendant le stockage, le transport, ou la transformation des matieres premiéres et des
aliments (Cahagnier et al., 1998). Néanmoins, L’ ochratoxine A (OTA) peut ére produite parle
genre Aspergillus et le genre Penicillium. La production est liée aux conditions de température et
d'’humidité (Pitt, 1987). Les céréales S averent la matiere alimentaire la plus contaminée par I’ OTA
(El Khoury, 2007). Ainsi que selon plusieurs travaux, des différents niveaux de contamination par
I’ochratoxine sont détectés au niveau du mais: en Croatie (1,47 pg/kg) (Domijan, 2005), en
Grand Bretagne (1,5 ng/kg) (Scudamore, 2000), en Turquie (0,47 ng/kg) (Baydar, 2005).

L’ absence d’ aflatoxines et d’ ochratoxine A dans nos échantillons du son, tourteaux de soja
et aliment composé peut étre expliquées par les taux des mycotoxines inférieurs au seuil de
détection de la méthode CCM (0.5 ppb) (Zakaria et Majerus, 1992). Par ailleurs, les mycotoxines
dans les oléagineux, graines ou tourteaux, sont largement détruites lors de |’ extraction des huiles et
des traitements industriels (Yiannikouris et Jouany, 2002). Cependant, selon Tabuc, (2007),
I’ochratoxine A, se retrouve dans les aiments composés pour les animaux, conseguence
d utilisation de matiéres premieres contaminés ou de mauvaises conditions de stockage. Cette
mycotoxine a été retrouvée a des niveaux pouvant atteindre 30 pg/kg dans les aliments composeés.

Malgre le risque de la présence des mycotoxines, les ruminants sont plus résistants que les
animaux monogastriques a la plupart des mycotoxines, la population microbienne du rumen
constituant un filtre efficace permettant une bonne élimination des toxines (Yiannikouris et Jouany,
2002).Les mycotoxicoses chroniques ou ponctuelles sont rarement détectées chez les ruminants par
les éleveurs ou par les vétérinaires. Elles surviennent le plus souvent chez les animaux a production

elevée et sont alors confondues avec des pathologies classiques chez ce type d'animaux
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Conclusion

Ce modeste travail a permis, aprés quelques mois d éude au niveau des unités de
fabrication d alimentation animale de Wilaya de Relizane et du Laboratoire de valorisation
des ressources vegétales et sécurité alimentaire des zones semi aride sud ouest agérien-
Bechar, d'isoler et identifier des moisissures toxinogénes au niveau de I’aimentation du
bétail et |a détection des aflatoxines et de I’ ochratoxine A.

A lalumiére de ce travail, nous constatons que |’alimentation du bétail présente un
taux de contamination considérable (56,39 x102 UFC/g). La dominance du genre Aspergillus
s éait nettement claire (53,23%). Ainsi, |'anayse mycologique montre la présence des
especes moisissures  hautement mycotoxinogéne, dont la fréquence d Aspergillus flavus
était de 57,69 %. L' éévation du pourcentage des souches productrice des aflatoxines (83,33)
et la contamination du mais par deux types de mycotoxines reflétent |'importance de ces
toxines dans la région étudiée en placant I’homme et I’'animale en risque d atteinte.
Cependant, I’ évolution chronique et discrete de I’intoxination et |e confondue avec d’ autres

pathologies, révéle lagrande difficulté de diagnostiquer ces cas.

En Algérie, beaucoup d’ éléments restent & découvrir dans ce |’axe. La présence des
mycotoxines dans I’ aimentation animale mérite la réalisation de sérieuses éudes. Ceci est
d autant plus important que les mycotoxines présentant une grande importance sanitaire et

économique chez lesruminants et lerisque de passager a |I’homme.

Il est possible de réduire le niveau de contamination des aliments par les mycotoxines
en appliquant des regles de bonnes pratiques de culture et en respectant des regles sanitaires
simples au moment de larécolte, du stockage et de latransformation des aliments.Puisgue peu
de traitements permettent de décontaminer les aliments, il est fortement recommandé
d utiliser des adsorbants pour limiter les effets délétéres des mycotoxines sur les animaux et
leur transfert dans les produits animaux destinés ala consommation de I’ homme.
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Annexes

Annexe 01

Tableau : résultat des trois essayes et
échantillons de mais.

les moyennes de I’humidité relative des différents

Echantillons %HR | %HR I %HR 111 La moyenne
Echantillon 1 12,83 11,67 12,71 12,40
Echantillon 2 12,35 15,22 13,26 13,61
Echantillon 3 12,72 14,87 12,80 13,46
Echantillon 4 12,60 10,03 13,45 12,02
Echantillon 5 12,78 13,88 13,02 13,22
Echantillon 6 13,70 13,90 13,59 13,73
Echantillon 7 13,51 12,86 13,12 13,16
Echantillon 8 13,22 12,15 12,50 12,61

Tableau : résultat destroisessayeset lesmoyennes del’humiditérelative des différents
échantillons de Tourteaux de soja.

Echantillons %HR | %HR 11 %HR 111 La moyenne
Echantillon 1 11,76 12,17 12,74 12,22
Echantillon 2 12,21 12,61 11,78 12,20
Echantillon 3 11,76 12,41 12,29 12,15
Echantillon 4 12,08 12,96 11,66 12,23
Echantillon 5 12,14 12,25 12,38 12,25
Echantillon 6 11,86 12,06 12,33 12,08
Echantillon 7 12,73 12,21 12,06 12,39
Echantillon 8 12,03 11,80 12,54 12,12

Tableau : résultat des trois essayes et

échantillons de son.

les moyennes de I’humidité relative des différents

Echantillons %HR | %HR 11 %HR 111 La moyenne
Echantillon 1 7,16 7,91 7,25 7,44
Echantillon 2 7,09 7,20 7,16 7,15
Echantillon 3 7,30 7,22 7,84 7,45
Echantillon 4 7,25 7,55 6,90 7,23
Echantillon 5 7,23 7,11 7,05 7,13
Echantillon 6 6,96 7,02 7,06 7,01
Echantillon 7 7,08 7,18 7,65 7,30
Echantillon 8 7,35 7,60 7,13 7,36

Tableau : résultat des trois essayes et
échantillonsde Alimentation finale.

les moyennes de I’humidité relative des différents

Echantillons %HR | %HR I %HR 111 La moyenne
Echantillon 1 12,04 12,12 13,02 12,40
Echantillon 2 11,97 11,86 11,91 11,91
Echantillon 3 11,93 12,02 12,15 12,04
Echantillon 4 11,81 11,91 11,97 11,90
Echantillon 5 12,21 12,20 12,06 12,15
Echantillon 6 11,87 11,73 12,04 11,88
Echantillon 7 12,20 11,85 12,25 12,10
Echantillon 8 11,78 12,02 12,14 11,98
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Annexe 02

Tableau : résultat des trois essayes et les moyennes du pH des différents échantillons de
mairs.

Echantillons pH | pH 1l pH Il La moyenne
Echantillon 1 06,60 06,30 06,12 06,34
Echantillon 2 05,85 05,70 06,00 05,85
Echantillon 3 06,10 06,05 06,08 06,07
Echantillon 4 06,06 06,13 06,11 06,10
Echantillon 5 05,88 05,97 06,03 05,96
Echantillon 6 05,50 05,30 05,10 05,30
Echantillon 7 06,01 05,98 06,02 06,00
Echantillon 8 06,07 05,90 05,80 05,92

Tableau : résultat des trois essayes et les moyennes du pH des différents échantillons de
Tourteaux de soja

Echantillons pH | pH 11 pH Il La moyenne
Echantillon 1 06,80 07,05 07,00 06,95
Echantillon 2 07,07 07,00 07,08 07,05
Echantillon 3 06,70 06,85 06,93 06,64
Echantillon 4 07,00 07,01 07,05 07,02
Echantillon 5 06,99 07,01 06,90 06,96
Echantillon 6 07,03 06,80 06,90 06,71
Echantillon 7 06,90 07,02 06,96 06,96
Echantillon 8 06,80 06,95 06,98 06,91

Tableau : résultat destroisessayes et lesmoyennes du pH des différents échantillons de son

Echantillons pH | pH 11 pH Il La moyenne
Echantillon 1 06,70 06,64 06,66 06,66
Echantillon 2 06,80 06,51 06,63 06,64
Echantillon 3 06,97 06,84 06,97 06,92
Echantillon 4 06,74 06,71 06,87 06,77
Echantillon 5 06,96 06,77 06,83 06,85
Echantillon 6 06,95 06,79 06,81 06,85
Echantillon 7 06,77 06,83 06,90 06,83
Echantillon 8 06,93 06,86 06,88 06,89

Tableau : résultat des trois essayes et les moyennes du pH des différents échantillons de
I’alimentation finale des bétails.

Echantillons pH | pH I pH Il La moyenne
Echantillon 1 06,46 06,49 06,30 06,41
Echantillon 2 06,36 06,30 06,41 06,35
Echantillon 3 06,48 06,63 06,60 06,57
Echantillon 4 06,79 06,83 06,80 06,80
Echantillon 5 06,52 06,47 06,43 06,47
Echantillon 6 06,68 06,75 06,72 06,72
Echantillon 7 06,70 06,65 06,63 06,66
Echantillon 8 06,72 06,69 06,81 06,74
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Tableau : les moyennes du taux de germination des échantillons de mais analysés par la
méthode du buvard et méthode du buvard modifiée.

Taux de germination (%)
Echantillonsde Mais Méthode du buvard Méthode du buvard
modifiée
Echantillon 1 48 66
Echantillon 2 36 63
Echantillon 3 50 71
Echantillon 4 48 65
Echantillon 5 47 46
Echantillon 6 31 53
Echantillon 7 45 62
Echantillon 8 36 57
Moyenne 42,625 60,375

Tableau : les moyennes du taux de contamination des échantillons de mais analysés par la
méthode du buvard et méthode du buvard modifiée.

Taux de contamination (%)
Echantillonsde Mais M éthode du buvard M éthode du buvard
modifiée
Echantillon 1 62 38
Echantillon 2 86 40
Echantillon 3 68 38
Echantillon 4 58 36
Echantillon 5 72 46
Echantillon 6 84 54
Echantillon 7 78 42
Echantillon 8 82 48
Moyenne 73,75 42,75
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Tableau : Pourcentage d’ apparition des principaux genres contaminant le mais, analyse par
la méthode du buvard.

Taux de contamination (%)

Echantillonsde Mais Aspergillus Penicillium Fusarium Rhizopus
Echantillon 1 30,50 03,50 20,00 46,00
Echantillon 2 33,34 00,00 33,33 33,33
Echantillon 3 26,00 04,00 30,00 40,00
Echantillon 4 41,26 15,89 14,28 28,57
Echantillon 5 16,90 06,20 25,60 51,30
Echantillon 6 26,80 05,40 31,15 36,65
Echantillon 7 24,30 01,70 26,00 48,00
Echantillon 8 27,20 01,00 32,60 39,20

Moyenne 28,2875 4,71125 26,62 40,38125

Tableau : Pourcentage d’apparition des principaux genres contaminant le mais, analyse par
la méthode du buvard modifiée.

Taux de contamination (%)
Echantillonsde Mais Aspergillus Penicillium Fusarium Rhizopus

Echantillon 1 33,50 00,00 66,50 00,00
Echantillon 2 39,40 04,60 56,00 00,00
Echantillon 3 40,00 01,30 58,70 00,00
Echantillon 4 29,60 00,00 70,40 00,00
Echantillon 5 10,20 20,20 69,60 01,50
Echantillon 6 20,00 06,60 73,40 00,00
Echantillon 7 38,80 12,65 48,55 00,00
Echantillon 8 41,20 12,47 46,33 00,00

Moyenne 31,5875 7,04 61,185 0,1875
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Tableau : les moyennes du taux de contamination des échantillons de mais analysés par la
méthode de dilution.

Echantillons Taux de contamination x 10 “UFC/g
Echantillon 1 33,27
Echantillon 2 47,78
Echantillon 3 34,50
Echantillon 4 26,05
Echantillon 5 43,87
Echantillon 6 50,33
Echantillon 7 40,10
Echantillon 8 44,66
Lamoyenne 40,07

Tableau : les moyennes du taux de contamination des échantillons des Tourteaux de soja
analysés par laméthode de dilution.

Echantillons Taux de contamination x 10 “UFC/g
Echantillon 1 21,10
Echantillon 2 19,17
Echantillon 3 17,32
Echantillon 4 22,65
Echantillon 5 22,34
Echantillon 6 14,63
Echantillon 7 21,43
Echantillon 8 16,80
Lamoyenne 19,43

Tableau : les moyennes du taux de contamination des échantillons du son analyses par la
méthode de dilution.

Echantillons Taux de contamination x 10 “UFC/g
Echantillon 1 28,28
Echantillon 2 22,43
Echantillon 3 27,76
Echantillon 4 24,50
Echantillon 5 21,34
Echantillon 6 22,24
Echantillon 7 23,08
Echantillon 8 22,13
Lamoyenne 23,97

Tableau : les moyennes du taux de contamination des échantillons de I’alimentation finale
analysés par laméthode de dilution.

Echantillons Taux de contamination x 10 “UFC/g
Echantillon 1 60,60
Echantillon 2 54,89
Echantillon 3 56,45
Echantillon 4 53,77
Echantillon 5 59,86
Echantillon 6 53,00
Echantillon 7 57,75
Echantillon 8 54,80
Lamoyenne 56,39
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Tableau : les moyennes du taux de contamination et la fréquence d’apparition des especes
moisissures contaminants le mais, Tourteaux de soja, Son, et Alimentation finale des bétails
analysé par la méthode de dilution (résultat sur milieu PDA, valeursx 10* UFC/g).

Malis Tourteaux Son Alimentation

desoja finale
Aspergillus spp 16,72 08,55 10,62 33,54
Aspergillus flavus 08,36 05,13 02,06 13,41
Aspergillus niger 02,51 02,13 02,74 08,38
Aspergillus ochraceus 00,00 00,00 01,86 00,00
Aspergillus parasiticus 01,67 00,00 00,00 01,67
Aspergillusterreus 00,00 00,00 00,00 03,35
Aspergillus fumigatus 00,00 00,00 01,11 00,00
Aspergillus clavatus 04,18 01,28 02,83 06,70
Penicillium spp 04,18 09,10 03,99 18,98
Penicillium aurantiogriseum 00,62 02,73 00,00 05,69
Penicillium chrysogenum 01,04 02,36 01,88 00,00
Penicillium crustosum 00,00 01,27 00,00 03,79
Penicillium griseofulvum 00,00 00,00 01,49 00,00
Penicillium rugulosum 00,00 01,82 00,00 00,00
Penicillium verruculosum 02,09 00,00 00,00 09,49
Fusarium 12,54 00,00 00,00 02,53
Cladosporium 00,00 00,00 01,28 00,00
Ulocladium 00,00 00,00 03,01 05,06
Alternaria 00,00 00,18 04,03 00,00
Rhizopus 08,36 00,36 02,81 03,16
Totale 41,80 18,20 25,78 63,29
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Tableau : les moyennes du taux de contamination et la fréquence d’apparition des especes
moisissures contaminants le mais, Tourteaux de soja, Son, et Alimentation finale des bétails
analysé par la méthode de dilution (résultat sur milieu CDA, valeursx 10> UFC/g).

Malis Tourteaux Son Alimentation

desoja finale
Aspergillus spp 21,09 12,39 15,51 32,17
Aspergillus flavus 16,87 11,15 10,85 22,51
Aspergillus niger 03,16 00,53 01,55 03,21
Aspergillus ochraceus 00,00 00,00 00,00 00,00
Aspergillus parasiticus 00,00 00,00 00,00 00,00
Aspergillusterreus 00,00 00,00 00,00 00,00
Aspergillus fumigatus 00,00 00,00 00,00 00,00
Aspergillus clavatus 01,05 00,53 03,10 06,43
Penicillium spp 13,42 08,26 02,21 07,42
Penicillium aurantiogriseum 01,34 04,95 00,22 02,96
Penicillium chrysogenum 00,00 00,00 00,00 01,48
Penicillium crustosum 00,00 01,65 00,66 00,00
Penicillium griseofulvum 00,00 00,82 01,10 00,00
Penicillium rugulosum 04,02 00,00 00,00 00,00
Penicillium verruculosum 06,71 00,00 00,00 02,22
Fusarium 01,91 00,00 00,00 00,00
Cladosporium 00,00 00,00 00,00 00,00
Ulocladium 00,00 00,00 01,10 03,46
Alternaria 00,00 00,00 01,10 02,47
Rhizopus 01,91 00,00 02,21 03,96
Totale 38,35 20,66 22,17 49,50
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Tableau : les moyennes du taux de contamination et la fréquence d’apparition des especes
moisissures contaminants le mais, Tourteaux de soja, Son, et Alimentation finale des bétails
analysé par la méthode de dilution (résultat sur milieu PDA et CDA, valeursx 10> UFC/g).

Malis Tourteaux Son Alimentation

desoja finale
Aspergillus spp 18,90 10,47 13,06 32,85
Aspergillus flavus 12,61 08,14 06,45 17,96
Aspergillus niger 02,83 01,33 00,93 05,79
Aspergillus ochraceus 00,00 00,00 00,93 00,00
Aspergillus parasiticus 00,83 00,00 00,00 00,83
Aspergillusterreus 00,00 00,00 00,00 01,67
Aspergillus fumigatus 00,00 00,00 00,55 00,00
Aspergillus clavatus 02,61 0,905 02,96 06,56
Penicillium spp 08,80 08,68 03,10 13,20
Penicillium aurantiogriseum 00,98 03,84 00,11 04,32
Penicillium chrysogenum 00,52 01,18 00,94 00,74
Penicillium crustosum 00,00 01,46 00,33 01,89
Penicillium griseofulvum 00,00 00,41 01,29 00,00
Penicillium rugulosum 02,01 00,91 00,00 00,00
Penicillium verruculosum 04,40 00,00 00,00 05,85
Fusarium 07,22 00,00 00,00 01,26
Cladosporium 00,00 00,00 00,64 00,00
Ulocladium 00,00 00,00 02,05 04,26
Alternaria 00,00 00,09 02,56 01,23
Rhizopus 05,13 00,18 02,51 03,56
Totale 40,07 19,43 23,97 56,39
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Figure: la corréation entre le taux de contamination et le
I"humidité relative des échantillons du mais (HR est en
fonction de taux de contamination, et le coefficient de
corrélation r = 0,74663481).

Figure: la corrélation entre le taux de contamination et le pH
des échantillons du mais (le pH est en fonction de taux de
contamination, et le coefficient de corréation r = -0,7532944).
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Figure: la corréation entre le taux de contamination et le
I"humidité relative des échantillons des tourteaux de soja
(HR est en fonction de taux de contamination, et le
coefficient de corrélation r = 0,79522103).

Figure: la corrélation entre le taux de contamination et le pH
des échantillons des tourteaux de soja (le pH est en fonction de
taux de contamination, et le coefficient de corréationr =
0,71836499).
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Figure: la corréation entre le taux de contamination et le

fonction de taux de contamination, et le coefficient de

Figure: la corréation entre le taux de contamination et le
pH des échantillons du son (le pH est en fonction de taux de
contamination, et le coefficient de corréation r =-0,1707142).
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Figure: la corréation entre le taux de contamination et le
I"humidité relative des échantillons de I'alimentation finale
des bétails (HR est en fonction de taux de contamination, et
le coefficient de corréation r = 0,93558607).

Figure: la corréation entre le taux de contamination et le
pH des échantillons de I'alimentation finale des bétails (le
pH est en fonction de taux de contamination, et le coefficient
decorrélation r = -0,59943043).




Annexes

Annexe 10
Composition desmilieux de culture
Milieu PDA (Potatoes Dextr ose agar)
Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) 2009
Sucrose 10g
Agar 15¢
Eau distillée 1000ml
Milieu CDA (Czapek Dox Agar)
Sucrose 30g
KH2PO4 1lg
KCL 05¢
MgSO4 0549
FeSO4 0.01g
NaNO3 30
Agar 159
Eau distillée 1000ml
Milieu DRBC (Dichloron Rose Bengal Chloramphénicol)
Glucose 10g
Peptone bactériologique 59
K,H PO, 19
RoseBengal 25mg
Chloramphénicol 100mg
Dichloron 2mg
Agar 15¢g
Eau distillée 1000m
(Czapek Concentre)
NaNO3 309
KCL 59
MgSO4 59
FeSO4 01g
Eau distillée 100 mi
Milieu MEA (Malt Extract Agar)
Matiere Seche 509
Agar 59

Eau distillée 1000m
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Sucrose
Extrait de Levure
Eau distillée

Czapek Concentre
KH2PO4

Extrait delevure
Sucrose

Agar

Eau distillée

KH2PO4

Czapek Concentre
Extrait de levure
glycerol

Agar

Eau distillée

Milieu YES (Yeast Extract Sucrose)

Milieu CYA (Czapek Yeast Agar)

Milieu G25N (25 % Glycérol Nitrate Agar)

Milieu AFPA (Milieu Selectif pour A.flavuset A.parasiticus)

Extrait delevure
peptone

Citrate ferrique ammoniacal

chloramphenicol

Dichloran solution ethaolique a 0.2%

Agar
Eau distillée

NaCl
Eau distillée

Phénol pur cristallisé

Acide lactique
Glycéroal pur
Eau distillée

Rose bengal
Eau distillée

Eau physiologique

Lactophenol

Rose Bengal

409
2049
1000ml

10 ml

59

30g
159
1000ml

0.75¢g
7.5ml
3749
250 g
12g
750 ml

209
10g
05¢g
0.1lg
1ml
15¢
1000ml

99
1000ml

2049

20ml
20ml
40 ml

100 ml
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(A) Types d'aliments Teneur maximale en pglkg
({teneur en humidité de 12%)
Toutes les matieres premigres des aliments gour animaux 20
Aliments complets pour bovins, ovins &t capnns 20
g l'excephion de ;
- aliments complets pour bétall laitier 5
- aliments complels pour veaux st agneaux 10
Alments complets pour pores et volailles [ a P'exception des el
[BUNEs animacx)
Autres aliments complets 10
Aliments complémentaires pour boving, oving el capring (a 20
l'excaption des aliments complémentaires pour bétail laitiers
veaux el agneaux)
Aliments  complementaings  pour  pores el volailles (2 20
I'excephion des jeunes animaux)
Autres aliments complémeantaires 5
(B]' Teneur maximale en pgfkg (teneur en
Matrice humidité de 12°%)
Matiéres premiéres entrant dans la compostions 250
des aliments pour animaux - céréales, produits et
sous produits de ceréales ef fourrages
Alments complémentaires et complets pour :
- les porcs 5
= les valailies 100

Tableau : Teneurs maximales tolérées en AFB1 (A) et recommandées en OTA (B) en
alimentation animale (en pg/kg). (D’aprés les directives européennes 2002/32/CE et
2006/576/CE).
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animale (éude

les produits d'alimentation

laitiers et

Tableau: Niveaux maximaux tolérés de mycotoxines dans les produits d'alimentation
les produits

2002/2003)(FAO,2003).
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Multiple Linear Regression

Data source: Data 1 in Notebook 1

Col 3=102.136 + (1.691 * Col 1) - (13.112 * Col 2)
N =32 Missing Observations=1

R =0.528

Rsgr=0.279  Adj Rsgr = 0.229

Standard Error of Estimate = 13.579

mardi, mai 01, 2012, 11:32:10

Coefficient Std. Error t P VIF

Constant 102.136 51.133 1.997  0.055
Col 1 1.691 1.195 1414 0168  1.300
Col 2 -13.112 6.607 -1.985  0.057 1.300
Analysis of Variance:

DF SS MS F P
Regression 2 2069.460 1034.730 5.611  0.009
Residual 29 5347.665 184.402
Total 31 7417.124 239.262
Column SSIncr SSMarg
Col 1 1343212  368.787
Col 2 726.248  726.248
The dependent variable Col 3 can be predicted from alinear combination of the independent variables:

P
Col 1 0.168
Col 2 0.057

Not all of the independent variables appear necessary (or the multiple linear model may be underspecified).
The following appear to account for the ability to predict Col 3 (P < 0.05): [ None]

Normality Test: Failed (P =0.001)
Constant Variance Test: Passed (P =0.170)

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.886



