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Résumé

Les moisissures sont des microorganismes contaminant souvent les produits déshydratés comme la
poudre du lait. Elles peuvent se développer sur ces substrats en produisant des métabolites
secondaires appelés mycotoxines nocifs pour I’€tre humain. L’objectif de cette étude était de
rechercher et I’identifier les moisissures isolées a partir de la poudre de lait dans la région de Ain
Temouchent. Pour atteindre nos objectifs, 27 échantillons ont été collectés et analysé dans la
région de Ain Témouchent. Les résultats de recherche et dénombrement de moisissures sur milieu
d’extrait de levure, dextrose, montrent que 74,07% des échantillons prélevés sont contaminés par
les moisissures avec une concentration comprise entre 20 et 80ufc/g. Ensuite, 70 isolats obtenus
ont été identifiés microscopiquement comme Aspergillusspp. (33,33 %), Trichoderma
spp.(14,81%), Penicillium ssp (11,11%), Ulocladium(7,41%), Clodosporium spp (7,41%),
Rhizocyone ssp (3,70%). Seulement, les isolats de Pencillium spp. etAspergillusspp. ont synthétisé
les mycotoxines sur milieu CEA. Ces résultats ont été confirmé par la production de mycotoxines
sur bouillons YES suivi de détection sur CCM. Ces résultats présentent un impact socio-
¢conomique dans les préventions et I’analyse de risque pour protéger le consommateur et prévenir
des altérations des aliments.

Mots clés : lait en poudre ; moisissures ; mycotoxines ; analyse de risque.

Abstract

Molds are microorganisms that often contaminate dehydrated products such as milk powder. They
can grow on these substrates by producing secondary metabolites called mycotoxins that are
harmful to the human. The objective of this study was to research and identify molds isolated from
milk powder in Ain Témouchent province. To achieve our objectives, 27 samples were collected
and analyzed in the region of Ain Témouchent. The results of research and enumeration of molds
on a medium of yeast extract, dextrose, show that 74.07% of the samples taken are contaminated
by molds with a concentration ranged between 20 and 80 cfu/g. Then, 70 isolates obtained were
microscopically identified as Aspergillus spp. (33.33%), Trichoderma spp. (14.81%), Penicillium
ssp (11.11%), Ulocladium (7.41%), Clodosporium spp (7.41%), Rhizocyone ssp (3.70%). Only
isolates of Pencillium spp. and Aspergillus spp. were produced mycotoxins on CEA medium.
These results were confirmed by the production of mycotoxins on YES broths followed by
detection on TLC. These results present a socio-economic impact in prevention and risk analysis to
protect the consumer and prevent food spoilage.

Keys words: Milk Powder, Molds, Mycotoxins, risk analysis.
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Introduction

Introduction

Le lait est un aliment complet présent des bienfaits pour la santé engrainant un apport
important en protéines, lipides, sels minéraux, notamment calcium, phosphore et vitamines
(Watier, 1992).

L'Algérie est le plus important consommateur de lait dans la région du Maghreb, avec
une consommation annuelle moyenne de 110 litres de lait par habitant, estimée a 115 litres en
2010 (FAO, 2007).Cette consommation depasse la production nationale estimée a2,2 milliards
de litres, dont 1,6 milliard de lait cru. Pour compenser ce manque, le pays importe prés d'un
milliard de litres de lait chaque année, principalement sous forme de poudre de lait. Malgré, le
taux de croissance annuel moyen du marché laitier algérien de 20%, chaque année, I'Algérie
assure 60% de sa consommation de lait en poudre par I’importation. Par ailleurs, 1’Algérie est
I’un des pays plus consommateurs de la poudre du lait au monde (Bekhouche2011). Le co(t de
ces quantités importées s'est élevé a 600 millions de dollars , selon les chiffres communiqués par

le directeur général de I'Office national interprofessionnel du lait ( ONIL )

La poudre du lait est un produit a faible activité d’eau 5% (Brisson, 2003) qui
sélectionne la croissance de moisissures. En effet, les moisissures tolérent des activités d’eau

faible inferieure a 0,60 aw (Guezlane et al 2016)

Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques, susceptibles de
coloniser des substrats trés différents tels que les produits alimentaires. Elles peuvent étre
utiles dans certaines industries telles que I’industric fromagere ou pharmaceutique.
Cependant, certaines moisissures peuvent produire des meétabolites secondaires appelé les
mycotoxines qui sont susceptibles de représenter un danger pour la santé humaine et animale
(Mateo et al., 2002).

La croissance de ces moisissures mycotoxinogénes peuvent accompagnée de la
production des mycotoxines et par la suite provoque des dégats sur la santé humaine. A cet
effet, ce travail vise essentiellement a la recherche des moisissures mycotoxinogenes dans la
poudre du lait consommé dans la région de Ain Témouchent, ainsi que utilisé pour

reconstituer le lait pasteurisé.

Pour atteindre ces objectifs, ce travail a été proposé en trois parties, la premiere partie
est consacré a la synthese bibliographique sur des généralités sur les la poudre du lait, les
moisissures ainsi que les mycotoxines. La deuxieme partie décrit la méthodologie suivie par

troisieme partie elle expose les principaux résultats avec leur discussion.
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Synthese bibliographique

Généralité de lait en poudre

Au fil des siécles, I'homme a commencé a développer des techniques de
transformation pour produire différents produits (fromage, yaourt, lait en poudre, etc.) avec de
nouvelles propriétés physico-chimiques qui leur permettent de mieux conserver les produits et
d'éviter leur altération. Aujourd'hui, avec les avancées scientifiques dans le domaine de
I'agroalimentaire, ces différentes méthodes de transformation manuelle ont été améliorees et
intégrées dans les processus industriels, permettant de fabriquer des produits plus nombreux et
meilleurs, répondant ainsi a un marché de plus en plus exigeant (Abdenouri, 2008).

Pfiffner (2009) mentionne que 1’expérience de de séchage de lait entier, demi-écrémé
ou écréme réalisées dans la seconde moitié du XlIXe siecle, en donnant un produit
insatisfaisant en termes de rehydratation. Des années apres, c'est-a-dire au début du 20e siécle,
des procédés adaptés (I'atomisation et le sechage sur cylindres chauffés) ont eété développés
pour réduire le taux d’humidité du lait de 88% a 2-4%.

Définition

Le lait en poudre, ou lait déshydraté ou lait en sec, est défini comme un produit solide
obtenu directement par élimination de I'eau du lait (Arrété interministériel, 1998) dont la
teneur en eau n'excede pas 5 % en poids du produit fini (Brisson, 2003). Il se presente sous la
forme d'une poudre créeme jaune clair avec une odeur et un golt agréables. Il se dissout
immédiatement dans l'eau chaude sans prise en masse (Guinon et al., 1925). De plus, il
représente la forme la plus courante de conservation du lait et est couramment utilisé pour

préparer une variété de dérives laitiers (Abdenouri et al., 2008).

Le lait en poudre peut remplir de nombreux rdles fonctionnels lorsqu'il est incorporé
dans des produits alimentaires, les développements de la technologie du lait en poudre et une
meilleure compréhension des changements chimiques dans le lait ainsi que I'élimination de
I'eau ont conduit a une meilleure cohérence et différenciation des propriétés du lait en poudre
(Arie et al ,.2012).

Différents types de poudre de lait

Le lait en poudre est une forme déshydratée de lait, de créme ou une combinaison des
deux, créée en éliminant I'eau jusqu'a ce que le produit final ne contienne pas plus de 5 % de
son poids d'origine (GEMRCN., 2009). Plusieurs types de lait en poudre peuvent étre

identifiés :
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- Le lait en poudre riche en matiéres grasses: Lait déshydraté contenant, en poids, au
moins 42 % de matiéres grasses ;

- Lait entier en poudre : Le lait en poudre avec une teneur en matiéres grasses entre
26% et 42%. En particulier dans les pays a production laitiere limitée, est un choix
populaire pour le lait reconstitué. Il sert également un ingrédient essentiel dans
plusieurs produits alimentaires, a savoir, chocolat les produits de confiserie, les
produits de boulangerie, les glacages et divers produits laitiers comme la créme glacée
et le fromage fondu ;

- Poudre de lait partiellement écrémé :Lait déshydraté dont la teneur en matieres
grasses est supérieure a 1,5 % et inférieure a 26 % en poids ;

- Poudre de lait écrémé :Lait écrémé en poudre, ne contenient pas plus de 1,5 % de
matieres grasses en poids.. Il parvient directement aux consommateurs sous forme de
lait écrémé reconstitué. Les industriels de I'agroalimentaire I'utilisent dans les desserts
lactés, les glaces, les yaourts, les charcuteries, les charcuteries vegétales, les sirops, les

sauces, les mayonnaises, les boissons instantanées du petit-déjeuner, etc.

I. 1.3. Technologie de la poudre de lait

Aprés purification, standardisation, pasteurisation ou préchauffage a haute
température, deux étapes principales sont réalisées : la concentration et le séchage. La
concentration est réalisée par évaporation et ébullition sur une surface chaude. Pour des
raisons de qualité, on cherche a limiter la température du lait et a réduire son temps de séjour,
il est donc traité sous vide et en film mince. Pour des raisons énergétiques, des effets
multiples, compression mécanique de la vapeur et préchauffage du liquide sont utilisés. Ainsi,
plusieurs kilogrammes d'eau peuvent étre évaporés avec l'énergie de vaporisation de 1
kilogramme d'eau, alors que : le séchage nécessite plus que I'énergie de 1 kilogramme de
vapeur pour sécher 1 kilogramme d'eau. Par conséquent, il est avantageux de concentrer

autant que possible avant le séchage (FAO, 2008).
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Figure 1 : Cyclone des différentes étapes de la production de la poudre de lait (Soy,2011).

Il existe différent type de séchage afin de produire différents type de qualité de poudre
de lait. Selon (Jeantet et al. 2008), ces techniques de séchage comprennent :

I. 1.3.1. Séchage sur cylindre

C'est la plus ancienne procédure commerciale satisfaisante, elle n'a été développee que
depuis le début du siécle. Essentiellement simple, il consiste a chauffer un mince film de
vapeur a 143-149°C sur une surface metalligue pendant 2 a 3 secondes a pression
atmosphérique (Gaiani., 2006). Le séchage sur cylindre ne peut répondre aux nouvelles
exigences qualitatives des poudres de lait (solubilité, dispersibilité elevée, faible teneur en
matiéres grasses libres, etc.). D'autre part, les poudres séchées sur cylindres sont toujours le
choix préféré dans le domaine du chocolat en raison de leur pourcentage élevé de graisse
libre, de leur taille de particules élevée et de I'absence de vacuoles (Thomas., 2004). Dans le
domaine de la confiserie, le taux en matiére grasse libre élevéet la présence de composes de
Maillard libérés lors du séchage en plus grande quantité ne fontque le séchage sur cylindre est

préférentiellement utilisé (Azza et al. 2010).

I. 1.3.2. Séchage par atomisation

Le procéde de fabrication de lait en poudre atomisé comprend deux étapes principales,
I'étape de concentration, puis I'étape d'atomisation proprement dite, parfois appelée séchage.
Selon la taille de l'installation, des thermoplongeurs bridés ou des serpentins de proces

chauffés sont utilisés pour cette opération. Le séchage par atomisation est la méthode

4
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de séchage la plus couramment utilisée pour le lait en poudre, qu'il s'agisse de lait entier ou de
lait écrémé. Appelé parfois spray, il est de plus en plus préféré par les industriels au séchage
sur cylindres, car il en résulte une poudre plus soluble, mais aussi des qualités organoleptiques
plus intéressantes (godt, aspect, etc.).(schuck. , 2012) .

I. 1.3.3. Processus de lyophilisation

Le processus de lyophilisation a éte utilise pour produire du lait en poudre de haute
qualité. Cette méthode présente des avantages en termes de qualité, puisque la fraction
protéique n'est pas affectée. Cependant, la lyophilisation n'a pas été largement utilisée, en
partie en raison des besoins énergétiques élevés (Journal of Animal & Plant Sciences,
2011).
Tableau N°1 : Propriétés physico-chimiques du lait en poudre en fonction du type de séchage
(Journal of Animal & Plant Sciences, 2011).

Séchage par atomisation Séchage sur cylindres
Structure des particules Particules sphériqgues Compacte forme irréguliére
inclusions d’air pas d’air
Surface des particules Lisse en particule pliée -
Dimension des particules 10-250um -
Densité apparente (g/cm3) 0,50-0,70 0,3-0,5
Solubilité, dénaturation Dénaturation des protéines taux de dénaturation éleve

peu élevée —bonne solubilit¢  des protéines —mauvaise

solubilité
Exigences relatives a la Cuivre< 1,5 mg/kg Idem
Teneur en métaux lourds Fer< 10,0mg/kg -
Teneur en oxygéne residuel 0,01 ml 02/g -
dans les poudres contenant
des matiéres grasses
Brunissement du a la réaction  Peu marque Plus marque

de Maillard
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I. 1.4. Critéres de qualité de la poudre du lait

Le processus de fabrication des produits laitiers en poudre a un impact significatif sur
leur valeur nutritionnelle. Des études ont montré que les traitements thermiques utilisés lors
de la production peuvent altérer les propriétés physico-chimiques et organoleptiques du lait,
diminuant a terme la disponibilité de certains nutriments (Damicz et al., 1965 ; Hachana et
al., 2018).

Selon Azza et al. en 2010 montré que les importants paramétres de qualité pour le lait
en poudre sont constitués par la qualité microbiologique, les propriétés organoleptiques, ainsi
que les propriétés physico-chimiques suivantes:

I. 1.4.1. Propriété physique et chimiques
I. 1.4.1.1. Solubilité

La solubilité est un critere essentiel dans le contréle de la qualité des poudres laitieres
destinées a étre réincorporées en phase aqueuse (Jeantet et al., 2008). Elle permet de
déterminer I’aptitude d'une poudre a se dissoudre dans l'eau (Schuck et al., 1994).La
solubilité de la poudre du lait est supérieure a 99,6% (Schuck et al., 1994),

l. 1.4.1.2. Taux d’impureté

De maniére genérale, le lait en poudre ne doit pas contenir d'impuretés. Le test de
turbidité identifie les corps étrangers en suspension dans 100 grammes de poudre dissoute
dans de l'eau distillée. Les suspensions étaient considérées comme non conformes si elles

contenaient plus de huit corps étrangers clairement visibles (Hachana et al., 2018).

I.1.4.1.3. pH
Selon Alais et Stenne (1965), le pH de la poudre de lait varie selon diverses

conditions et est d'environ 6,7.

I. 1.4.2. Qualité nutritionnelle
I. 1.4.2.1. Matiere grasse

La teneur en matiéres grasses du lait en poudre est de 25,5 g par (Jephcott et
Bacharach, 1926) et leurs pourcentages dans le lait varient selon leur type, comme le montre
le tableau N°2.
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Tableau N°2: Pourcentage de la matiére grasse de lait en poudre (Michel et al., 2002).

Ecrémé partiellement écrémé Entier

Matiere grasse <12% 1,3<x<25,9% >26%

I. 1.4.2.2. Matiere protéique

Comme montre le Tableau 3, la diminution du niveau de matiere protéique contenue
dans la poudre de lait peut étre expliquée par une température de séchage plus élevée qui peut
entrainer une dénaturation des protéines solubles (Hachana et al., 2018).

Tableau N°3: Pourcentage de la matiére protéique de lait en poudre (Penda et Sow, 2002).

Ecrémé partiellement écrémé Entier

Matiére protéique 36 % 29% 23%

l.1.4.2.3. Eau
La conversion d'un produit liquide en poudre séche nécessite I'élimination de la quasi-
totalité de I'eau (GEA Niro et Copenhagen, 2010) et la teneur en eau du lait ne dépasse pas 5

% en poids du produit fini (Gemrcn, 2009).

I. 1.4.2.4. Extrait sec dégraissé (ESD)
ESD extrait sec dégraissée de la poudre de lait écrémé était comprise entre 81,40 et
94,80¢/100g (Hachana et al., 2018)

l. 1.4.2.5. Enzymes
Les enzymes (protéase et lipase) produites par la flore initiale sont thermostable au

traitement thermique (Hachana et al., 2018).

l. 1.4.2.6. Les sels minéraux et les vitamines

Les quantités des sels minéraux et des vitamines sont illustrées dans le tableau 4.
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Tableau N°4: Quantité des quelques vitamines et les sels minéraux dans le lait en poudre
écrémé (Jeantet et al., 2008).

Constitution Valeur
Vitamine

Biotine 150u0/Kg
Vit B6 2,5 pg/Kg
Vit C 50 pg/Kg
Vit E Trace
Minéraux

Calcium 13,01 g/Kg
Fe 5,2 mg/Kg
Phosphore 11,06 g/Kg
Zinc 47,5 mg/Kg

I. 1.4.3. Qualité microbiologique de lait en poudre
I. 1.4.3.1.Propriétés microbiologiques

Les propriétés microbiologiques de la poudre dépendent principalement de la qualité
initiale de la matiére premiére et de la nature de l'opération utilisée (Traitement thermique,
sterilisation, microfiltration). Lors du processus de séchage, une partie de la flore présente a
l'origine dans le produit est détruite, mais dans une moindre mesure que les traitements de la
technologie amont mentionnés ci-dessus. De plus, une autre partie n'est inactivée que par le
stress thermique (processus réversible a prendre en compte lors du dénombrements) (Jeant et
al., 2008).

I. 1.4.3.2.Défauts et altérations du la poudre du lait

Le lait en poudre est sujet a des défauts et des altérations qui peuvent affecter son
utilisation future. Ils sont continus avec un traitement thermique et peuvent avoir des
propriétés biochimiques telles que : (brunissement et goQt cuit) ; mauvais traitement du lait :

(mouillabilité et solubilité insuffisantes, humidification).

La qualité du lait en poudre dépend en grande partie des micro-organismes présents
dans le lait cru, et il convient de noter que le prétraitement est un facteur important affectant
la contamination du lait en poudre, car la matiére premiere est souvent soumise a des
températures mortelles, éliminant ainsi les pathogénes état cellulaire dans la plante
(Salahudin et al., 2006).
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I. 1.4.3.3. Les bactéries pathogénes

Le lait en poudre en spray a été le vecteur d'une série d'épidémies d'empoisonnement
au staphylocoque (I.C.M.S.F, 1980). Le nombre d'especes de Salmonella susceptibles de
provoquer une intoxication alimentaire collective dans le lait en poudre est trés faible,

généralement de 1 a 10 bacteries pour 100 g de lait en poudre (ICMSF, 1980).

I. 1.4.3.4. Altération des moisissures

La microflore résidant dans le lait en poudre est influencée par plusieurs facteurs, tels
que le nombre et le type de bactéries initialement présentes dans le lait cru, la température de
préchauffage et les réglages de I'évaporateur. Une quantité abondante de micro-organismes
trouvés dans le lait cru peut se transférer dans le lait en poudre pendant la transformation
(Azza et al. 2010).

Sur les poudres de lait se développent de nombreuses moisissures dont beaucoup sont
réputées toxinogenes (Tableau 5) (Claude, 1976), malgre leur faible teneur en eau (3 a 4 par
100 normalement)recélent des moisissures lorsqu’elles sont préparés ou stockées de
mauvaises conditions (Cooke et Brazis, 1968). En Algérie, ces microorganismes ne sont pas
recommandés selon la norme de2 Juillet 2017 (Arrété interministériel du 2 Moharram 1438
correspondant au 4 octobre 2016 fixant les criteres microbiologiques des denrées

alimentaires).

Tableau N°5 : criteres microbiologique des laits en poudre (journal officiel 2017).

Micro-organisme Nombre de micro-organisme (ufc /g
ou ufe /ml
Enterobacteriaceae 10 -102
Staphylocoques a coagulase + 10-102
Salmonella Absence dans 25 ml
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Généralités sur les moisissures
Définition

Les moisissures sont des champignons filamenteux, unicellulaires ou multicellulaires
(Guiraud, 1998). Ces micro-organismes sont largement répandus dans la nature et
peuvent étre observés a différents endroits (atmosphére, sol, eau, plantes et déchets
organiques, etc.), notamment sur les aliments stockés, conservés pendant un certain temps
(mauvais pain, fromage ou fruit) (Tabuc, 2007 ; Berthier et Valla, 2002 ; Marieetal.,
2002).

Le mot "moisissure” n'a pas réellement de signification systématique et ne représente
pas un groupe botanique bien défini. Il désigne tous les champignons microscopiques
importants pour l'industrie humaine et I'environnement de maniére bénéfique ou néfaste
(Leyral etVierling, 2001).

Structure des moisissures

Les micromycetes, communément appelés moisissures, sont un groupe varié de
champignons microscopiques qui n‘appartiennent pas a un groupe systématique homogene.
IIs sont répartis entre differentes familles de champignons. La structure de base des
moisissures est un thalle filamenteux qui leur sert dappareil végétatif. Ce thalle prend la
forme de mycélium, qui est une masse entrelacée de filaments appelés hyphes. Au fur et a
mesure que les moisissures se développent, les hyphes se ramifient dans toutes les
directions. (Bourgeois et al., 1996 ; Heritage et al., 1996).

Dans le monde des champignons, les hyphes peuvent prendre deux formes :
cénocytaires (non clombrées) dans le cas des Phycomycetes, ou cloisonnées (clombrées)
dans le cas des Septomycetes (Leyral et Vierling, 2001). Les champignons subissent une
croissance apicale et un allongement des filaments a partir de leurs extrémités, qui se
produit uniformément et dans toutes les directions (Boquet,1993).Le mycélium peut
différencier des organes spécialisés dans la multiplication et la dissémination, appelés spores
(Bourgeois et al., 1996) (Figure 3).

En présence de conditions favorables a la sporulation, le mycélium donne naissance a
des structures plus spécialisées, qui produisent des spores asexuées (conidies) ou, plus
rarement, des spores sexuées (Kendrick, 1999).

Les cellules de moisissures sont tubulaires, formant des filaments. La composition
chimique globale est voisine de celle des bactéries (Guiraud, 1998). La paroi cellulaire

responsable de la forme est riche en cellulose ou en chitine selon les groupes. Le cytoplasme
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est limité par une membrane cytoplasmique, contient des ribosomes, des mitochondries, un
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réticulum endoplasmique, un appareil de Golgi, des lysosomes, des peroxysomes, des

vacuoles, etc.), et un ou plusieurs noyaux (Guiraud, 1998) (Figure 02).

Figure 2 : Structure d'une hyphe (Nick et al., 2000)

@) Cet nyphe ost cloisonne -
par des septurms, Ul - o .
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grande taad e

parcos ceflul niroe

Figure 3 : Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium : (A),

hyphe cenocytique ;(B), hyphe cloisonne (Chabasse et al.,2002)

Ecologie des moisissures
Les moisissures colonisent, presque tous les types d'écosystemes. Certaines vivent en

symbiose avec les vegétaux, d'autres sont des parasites des végétaux ou des animaux, et

11
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d'autres sont des saprophytes (Carip, 2008). Elles sont aérobies, en générale, acidophiles (pH
de développement optimal de 3 & 7), meésophiles (20-30°C) avec un besoin faible en eau.
Certaines espéces sont osmophiles, halophiles ou xérophiles (Bousseboua, 2004 ; Guiraud,
1998).

Classification des moisissures

La classification des moisissures fait essentiellement appel aux caracteres
morphologiques (structure du mycélium), et aux mode de reproduction (sexuée ou
asexuée),pour définir les grandes classes de moisissures (Heritage et al., 1996 ; Leveau et
Bouix, 1993). On différencie ainsi quatre subdivisions selon les modalités de reproduction
sexuee : les Mastigomycotina (Chytridiomycoyina), les Zygomycotina, les Basidiomycotina
et les Ascomycotina. En outre, lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue, la subdivision
est appelée Deuteromycotina ou Fungiimperfecti (Heritage et al., 1996 ; Leveau et Bouix,
1993).

Les Deuteromycotina ne sont pas une division véritable, mais un groupe dans le quel
sont réunies les espeéces qui n’ont pas de reproduction sexués ou, que I’on ne connait pas
encore. Le tri est en cours, et les organismes qui y sont classés trouvent peu a peu leur place

chez les Basidiomycotina et les Ascomycotina (Branger et al., 2007).

protozaires
plantes

animaux
Monde vivant |
chromistes
eubactéries
Procaryotes <
archaebactéries

Figure 4 : Classification des Mycetes dans le monde vivant (Blackwell et al., 2012).

chytridiomycétes

ascomycétes

deutéromycétes

basidiomycétes

zygomycétes
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Conditions de développement des moisissures
Facteurs environnementaux

a. Oxygene

Les moisissures sont des organismes aérobies, mais les exigences en oxygene des
différentes formes d'une méme espéce sont différentes. Cela n'empéche pas l'existence de
certaines especes qui peuvent se développer en anaérobiose (Boiron, 1996 ; Roquebert,
1984).

b. Dioxyde de carbone

Le dioxyde de carbone est un élément essentiel intervenant dans d'importantes
réactions métaboliques des moisissures. Cependant, certaines especes sont intoxiquées par des
concentrations élevées de dioxyde de carbone, alors que d'autres ne peuvent se développer
qu'en présence d'une forte concentration de cet élément (Boiron, 1996).

c. Température

La végetation maximale des moisissures est produite entre 20 et 30°C, mais la plupart
des mycetes tolerent, généralement, une température de 5 a 40°C ; elles sont dites donc
mesophiles.

Les especes psychrotolérantes sont capables de se développer a des températures
basses et mémes négatives. Les especes de moisissures incapables de pousser au dessus de
20°C, sont dites psychrophiles. A l'opposé, les espéces thermotolérantes poussent & des
températures allant jusqu'a 50°C. Celles qui ne poussent pas a moins de 20°C, sont dites
thermophiles (Leyral et Vierling, 2001 ; Nicklin et al., 2000 ; Boiron, 1996).

d. pH

Les moisissures se développent mieux en milieu légerement acide (croissance
optimale a des pH entre 4 et 6), mais elles peuvent tolérer des pH trés acides (pH = 1). Par
ailleurs, le métabolisme des moisissures modifie le pH, soit par I'utilisation des anions ou des
cations du milieu, soit en produisant des acides organiques ou de I'ammoniac (Leyral et
Vierling, 2001 ; Boiron, 1996).

13
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e. Humidité

Les mycétes ont besoin de I'eau pour extraire les nutriments et sont donc restreints a
des environnements assez humides, comme les tissus d'un hote, les sols et les substances
humides (Nicklin et al., 2000).

f. Lumiére

La lumiére influence la croissance des moisissures, soit par destruction photochimique
des constituants du milieu, soit en agissant directement sur le métabolisme fongique par la
stimulation de la biosynthese de divers pigments (Boiron, 1996).
Facteurs nutritionnels

a. Besoin en carbone

Les mycetes utilisent des substances organiques comme sources de carbone et
d'énergie. La grande partie du carbone de I'environnement est sous forme de polymeres
complexes tels que la cellulose, la chitine et la lignine. Ces polyméres doivent étre hydrolysés
par des enzymes hydrolytiques, libérées par les mycetes, pour avoir une forme soluble et
diffusable (la paroi cellulaire rigide empéche I'endocytose) (Nicklin et al., 2000).

b. Besoin en azote

Les moisissures ne peuvent pas fixer l'azote gazeux (Heritage et al.,, 1996).
Cependant, la plupart des especes peuvent assimiler facilement, aussi bien I'azote ammoniacal
que l'azote nitrique. Certaines sources d'azote organique peuvent aussi étre utilisées sous
formes d’acides aminés, par absorption directe a travers la membrane (Davet et Rouxel,
1997). Les peptides et les protéines ne sont utilisables qu'apres leur dégradation par des
proteases fongiques en acides aminés absorbables (Nicklin et al., 2000 ; Heritage et al.,
1996).

c. Besoin en éléments minéraux

Les moisissures ont un requis spécifique en éléments traces tels que le Soufre, le
Phosphore, le Magnésium, le Fer, le Cuivre, le Manganése, le Zinc, le Molybdene, le
Potassium, le Sodium et le Calcium, qui sont convertis en divers composés aprés réduction.
Ces traces d'éléments sont nécessaires a la plupart des especes fongiques pour la production
des cytochromes, des pigments, d'acides organiques, etc. (Boiron, 1996 ; Heritage et al.,
1996).

14
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d. Besoin en vitamines et facteurs de croissance

Beaucoup de moisissures exigent diverses vitamines pour leur croissance, a de tres
faibles concentrations (10-5 & 10-12 Molaire). Les besoins les plus communs concernent la
thiamine (B1) et la biotine (B8), intervenants comme Co-enzymes lors des réactions de
carboxylations.Les facteurs de croissance sont des composées indispensables a la nutrition et
a la croissance de certains micro-organismes tels que les stérols, les acides gras, les purines et
les pyrimidines, nécessaires en quantité relativement importante. A titre d'exemple, les stérols
jouent un rdle majeur dans la composition des membranes fongiques et leur perméabilité
(Boiron, 1996).

e. Teneur en eau du substrat

La teneur en eau du substrat est un facteur déterminant le développement des
moisissures. L'activité de l'eau (aw) exprime la teneur en eau libre du substrat, et qui est
disponible pour la croissance des moisissures. Si elle est maintenue en dessous de 0,65, aucun
développement fongique ne sera observé (Roquebert, 1984).

Insectes

L’effet des insectes est particulierement préoccupant, aussi bien pour une
contamination aux champs que pendant le stockage. Une infestation par les insectes
prédispose les grains a une contamination par les moisissures et a la production des
mycotoxines. La contamination d’arachide, de coton, de mais par Aspergillus flavus ou les
aflatoxines avant la récolte est souvent liée a 1’attaque par les insectes (Pfohl-Leszkowicz,
1999).

Les acariens sont aussi des vecteurs importants des spores ; ils vivent sur les graines et
les plantes moisis, récupéerent et transportent ensuite les spores sur la surface de leur corps et
dans leur tube digestif (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).

Reproduction des moisissures
Reproduction sexuée

Ce type de reproduction permet la recombinaison des caracteres héréditaires. Les
cellules jouant le role de gamétes se forment a partir des hyphes déja différenciés. La cellule
résultant de la fécondation des gameétes subit des transformations plus ou moins importantes
pour donner une spore (Leyral et Vierling, 2001 ; Guiraud, 1998). Les champignons issus

de ce type de reproduction sont dits téléomorphes ou parfaits (Cahagnier et al., 1998).
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On connait quatre sortes de spores issues de la reproduction sexuée :
- Les zygospores;

- Les oospores;

- Les ascospores;

- Les basidiospores (Leyral et Vierling, 2001 ; Guiraud, 1998).

Reproduction asexuée

Certaines moisissures sont, le plus souvent ou exclusivement, rencontrées a des stades
de multiplication asexuée, par I’intermédiaire de spores ou de conidies. Ces champignons sont
dits anamorphes ou imparfaits, et sont alors classés dans la cinquiéme subdivision, les
Deuteromycotina (Blackwell et al., 2012).

Les spores d’origine Vvégétative résultent d’une simple mitose ; elles assurent la
reproduction et la dissémination de I’espéce chez les Deuteromycotina (appelés également
champignons mitosporiques ou conidiens) (Prescott et al., 2007 ; Leyral et Vierling, 2001 ;
Guiraud, 1998).Lorsque les deux formes de reproduction (sexuées et asexuée) co-existent,

les champignons sont dits holomophes.

Types de moisissures
Les moisissures de champ

Les principaux genres sont : Alternaria, Cladosporium, Helminthosporium et
Fusarium. Ces moisissures peuvent survivre pendant des années dans la graine seche.

Parmi les quatre genres, la toxicité du Fusariumspp présente un grand risque pour la
santé humaine et animale. Les espéces de ce genre contaminent diverses cultures,
principalement le mais, le blé, le mil et le sorgho, ainsi que des plantes ligneuses. Le genre
Fusarium est considéré comme "champignon des champs", qui secréte sa toxine lorsque les
conditions lui deviennent favorables (Atoui, 2006 ; FAO, 1984).

Les moisissures de stockage

Les principaux genres inclus dans cette catégorie sont : Aspergillus et Penicillium. Le
premier genre est considéré comme champignon d'entreposage, bien que la contamination
débute fréquemment dans les champs. Le genre Fusarium (champignon des champs) peut

apparaitre durant le stockage avec un taux d’humidité élevé et une température basse.
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Presque tous les champignons des stockes envahissent d'abord, et de préférence, le germe des
grains, ce qui a pour effet immédiat la réduction du pouvoir germinatif. Les différents facteurs
environnementaux, la nature du substrat, le degré de contamination initial, ainsi que les modes
de stockage, ont une incidence tres importante sur les dégats causés par le développement
fongique, la production des mycotoxines, et la perte de qualité des grains (Atoui, 2006 ;
FAO, 1984).

Moisissures mycotoxinogenes

A coté des effets tres bénéfiques des champignons dans la vie courante, ils sont
capables de provoquer également d’importantes détériorations, notamment dans le domaine
agronomique (Nguyen, 2007).

Cing genres de champignons, dits toxinogenes, ont la capacité de produire des
mycotoxines, si les conditions écologiques leurs sont favorables. Il s'agit des genres :
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria et Claviceps. Ces moisissures et leurs
mycotoxines secretées sont susceptibles de contaminer I'aliment, du champ jusqu'a l'assiette
des consommateurs.

Tableau 06 : Mycotoxines et champignons responsables de leur production (ElI Khouri,
2007).

Champignons Toxine
Aspergillus -Aflatoxines, Sterigmatocytine, Ochratoxine A (OTA).
Penicillium -Patuline, Citrinine(CIT), Acide penicillique, Penitrem A,

Acidecyclopiazonique, Ochratoxine A.

Fusarium -Trichothecenes (DON: Deoxynivalenol, NIV: Nivalenol,
Toxine T-2, DAS: Diacetoxyscipenol), Zearalenone,
Fumonisines,Fusarine, Moniliformine.

Alternaria -Alternariol, Acide Tenuazonique.

Claviceps -Alcaloides de I’Ergot.

Les champignons majeurs connus comme précurseurs de I’Ochratoxine A (OTA) et de
I’ Aflatoxine B1 (AFB1) qui sont impliquées dans la chaine alimentaire humaine et animale,

appartiennent principalement aux genres Aspergillus et Penicillium (ElI Khouri, 2007).
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Généralités sur les mycotoxines
Définition

Le terme mycotoxine vient du grec «mycose» qui signifie champignon, et du latin
«toxicumy» qui signifie poison (YiannikourisetJouany, 2002).

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires de nature chimique,différents de
protéines et de macromolécules, élaborées par plusieurs souches de champignons a certains
stades de leur développement. Les mycotoxines sont des composés de faible poids
moléculaire considérés comme haptenes. Ces métabolites résistent aux phénomenes
d'oxydation et aux processus de cuisson (thermostables), et ont une durée de vie bien plus
longue que celle des champignons les ayant synthétisés (Gallot et al. 2000).Comme leur nom
I’indique, les mycotoxines sont douées de potentialités toxiques a 1’égard de ’homme et des
animaux. Plus de 300 mycotoxines ont éte identifiés mais seule une trentaine qui possedent de
réelles propriétés toxiques préoccupantes (Frémy et Thomann, 2009)

Localisation

Les mycotoxines se trouvent accumulées dans le mycélium et les spores fongiques. Ils
peuvent diffuser dans le substratum et contaminer les produits agricoles. Les mycotoxines
sont adsorbées également dans les poussiéres, et sont transportées sous forme d'aérosols en
agrégats liés a des particules minérales ou organiques, ce qui constitue une autre voie

d'exposition pour 'homme et I’animal par inhalation (Atoui, 2006)

Origine des mycotoxines

Les mycotoxines sont élaborées par des champignons -ou micromycetes- lors de
quatre processus différents mettant en jeu respectivement le métabolisme secondaire
fongique, la bioconversion de composés végétaux (dicoumarol), la réaction de la plante a des
agressions (coumestrol), ou I’association plante-champignons (cas des champignons
endophytes) (Zbib et al., 2014 ; Repussard et al., 2013 ;Yiannikouris et Jouany, 2002)

Structure des mycotoxines

Les mycotoxines sont des composés de structure variable ; aliphatique ou
polycyclique, aromatique ou non. Elles sont neutres, acides ou basiques, mais presque
toujours peu hydrosolubles (Marasasetal., 1988). La diversité des voies de synthése et des

espéces productrices fait qu’il existe de tres nombreuses molécules, de structure relativement
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différentes les unes des autres. Le plus souvent, les mycotoxines sont des molécules de faible
poids moléculaire : de 154 Da pour la patuline qui est 'une des plus petites molécules, a 466
Da pour la toxine T2, qui est I'une des plus grosses molécules. Les mycotoxines sont, pour la
plupart, des composés hétérocycliques insaturés. La présence de doubles liaisons C=C joue
souvent un réle dans la toxicité et les propriétés cancérigenes. C’est notamment le cas pour les
aflatoxines dont la double liaison a I'extrémité des groupements furanes permet I'addition d'O>
et la formation d'un cycle triangulaire époxyde, extrémement toxique (Tabuc, 2007).
Risques pour la santé humaine et animale

Certaines mycotoxines ont une toxicité aigué trés marquée (exposition unique a une
forte dose), mais il est exceptionnel d’étre exposé a des doses toxiques en une seule ingestion
d’aliments contaminés. Les effets chroniques (exposition répétée a de faibles, voire de tres
faibles doses) sont les plus redoutés en raison des habitudes alimentaires et du pouvoir de
rémanence de ces toxines (AFSSA, 2006)

Les différentes mycotoxines ont une toxicité variable ; certaines exercent un pouvoir
hépatotoxique  (Aflatoxines), d’autres se révelent ostrogéniques (zéaralenone),
immuno/hématotoxiques  (patuline, trichothécenes, fumonisines), dermonécrosantes
(trichothécenes), néphrotoxiques (ochratoxine A) ou neurotoxiques (toxines thermogenes).
Certaines mycotoxines sont reconnues ou suspectées étre cancérigenes (Tableau 7).

Notons que dans un méme produit ou la méme ration alimentaire plusieurs types de
mycotoxines peuvent coexister (AFSSA, 2006).

Autres mycotoxines pouvant étre retrouvées en I'alimentation humaine ou animale

Selon AFSSA (2006)il y’a des mycotoxines pouvant étre retrouvées en l'alimentation

humaine ou animale.

Claviceps purpurea

Les toxines de Claviceps purpurea ne semblent plus constituer un risque sanitaire
majeur pour la santé de I’homme dans des conditions actuelles d'alimentation. Chez I’animal,
méme si le transfert des alcaloides dans les produits animaux est mal connu, la législation
mise en place au niveau européen semble garantir I’intégrité de la santé en élevage et

I’innocuitédes produits d’origine animale
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Tableau 7: effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanisme d’action cellulaires et moléculaires identifiés
expérimentalement sur I'nomme et lI'animal (AFSSA, 2006).

Toxine Effets Mécanismes d’action cellulaires et moléculaires
Aflatoxine B1+B2 = Hepatotoxicite Formation d’adduits a I’ADN Peroxydation lipidique Bio
= Genotoxicité activation par des CYP 450 Conjugaison aux Glutathion
= Cancérogeénicité Immun modulation transférases
Ochratoxine A Néphrotoxicité Genotoxicité Immun Impact sur la synthése des protéines Inhibition de la production
modulation d’ ATP Détoxication par les peptidases
Trichothécénes (A et B) Hématotoxicité Immunomodulation Toxicité Induction de 1’apoptose sur progeniteur Heématopoiétique et
cutanee cellules immunitaires Impact sur la synthése des protéines

Altération des immunoglobulines
Patuline Neurotoxicité Mutagenese in vitro Inhibition indirecte d’enzymes
Zéaralénone Fertilité Reproduction Liaison aux récepteurs ostrogéniques Bio activation par des
déshydrogenases Conjugaison aux glucuronyltransférases
Fumonisine B1 Lésion du systeme nerveux central Inhibition de la synthése de céramide et altération du rapport
Hépatotoxicté Génotoxicitée  sphinganine/sphingosine Altération du cycle cellulaire

Immunomodulation
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L’Afssa recommande

Au plan de la contamination : de surveiller le niveau de contamination des céréales en
liaison avec 1’évolution des techniques culturales et des variétés cultivées ainsi que dans les

céréales importées (seigle) ;

Au plan analytique : de disposer de méthodes de dosage des principales toxines de Claviceps
(AFSSA, 2006).1.3.6.3. La citrinine

Il est peu probable que la citrinine présente un risque pour I’homme. Le risque
d’intoxication provient surtoutde la consommation de céréales contaminées utilisées a I’état
brut en alimentation animale, et particulierement dans 1’alimentation des porcs et des volailles
(AFSSA, 2006).

Les toxines d'Alternaria

Si une attention doit étre maintenue sur la qualification des propriétés toxiques de ces
toxines, et sur leur occurrence, les données de contamination restant peu nombreuses, il
n’existe pas actuellement de raison objective de considérer leur danger comme une priorité en
sécurité sanitaire des aliments destinés a I’lhomme ou aux animaux d’élevage.

L’acide cyclopiazonique

Il est peu probable que I’acide cyclopiazonique présente un risque sanitaire majeur
pour I’homme. Le risque d’exposition provient principalement de la consommation de
céréales contaminées. En Amérique du Nord, laprésence de ce contaminant de 1’aflatoxine B1
est considérée sans conséquence néfaste car il est supposé attenuer le danger des aflatoxines
en participant a leur inhibition métabolique.

Les toxines trémorgenes

La forte toxicité¢ avérée chez 1’animal du verruculogene et du penitrem conduit a
s’interroger sur leur occurrence en alimentation animale et donc sur le risque qu’ils
représentent. Et par transposition, la méme interrogationse pose les concernant sur

I’appréciation du risque en alimentation humaine.
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Autres mycotoxines principalement retrouvées en I'alimentation animale
Les sporidesmines

La présence de sporidesmines constitue un réel probléme sanitaire pour certaines
productions animales, notamment chez les ovins. Le risque sanitaire pour ’homme est peu
connu et peu d’informations sont disponibles sur le passage dans les produits animaux. Il
serait donc important de connaitre le devenir dessporidesmines chez I’animal et de mettre en
place des recherches sur le transfert dans le lait.

Les stachybotryotoxines

Les stachybotryotoxicoses sont des affections des équidés dont la prévalence est
difficile a evaluer. Si ces affections chez I’homme sont bien connues lors d’exposition par
inhalation ou contact, il y a peu de préoccupations a avoir en termes d’exposition humaine par
voie alimentaire.

Les toxines d'endophytes

Le risque d’intoxication provient de la consommation de fourrages verts contaminés
par les ruminants, particulierement les bovins. Ces toxines peuvent étre responsables de pertes
de productivité pour les animaux atteints. Il est peu probable que les toxines d’endophytes
présentent un risque pour I’homme.

Les phomopsines

Le risque d’intoxication provient surtout de la consommation de graines de lupin
contaminées utilisées en alimentation animale. Aucun cas n’a été rapporté en France mais la
vigilance doit étre maintenue en raison dela part croissante des graines importees. Il est peu
probable que les phomopsines présentent un risque pour ’homme. Toutefois, en raison du
profil toxicologique de ces toxines, il conviendrait de réaliser des études de transfert dans les

productions animales.
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Matériel et méthodes

I1. 1. Matériel et Méthode

Cette étude a été réalisée au niveau de laboratoire pédagogique de microbiologie du
département de biologie, faculté des Sciences et de technologie, 1’Université de Ain
Teémouchent Belhadj Bouchaib.

Echantillons et prélévements

Les échantillons de différentes marques de lait en poudre ont été prélevés au niveau de

la commune d'Ain Alarbaa et Hammam Bouhajar de la wilaya d'Ain Temouchent.(Figure 5).

Au total 27 échantillons ont été prélevés aléatoirement parmi les ménages connus.
Des boites de préléevement stérile de 100 mL ont été remplis par la le lait en poudre. Chaque
boite porte en générale 50 g de lait en poudre. Ensuite, les échantillons ont éte transportés au
laboratoire dans un glaciaire a une temperature de 4°C.
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Figure 5 : Emplacement geographique de la région d’étude et localisation des zones de

prélevement des échantillons.
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11.1.2. Recherche et dénombrement des moisissures
11.1.2.1. Préparation des échantillons

Cette étape consiste a dissoudre, a 1’aide d’une spatule stérile, une quantité¢ de 1g du
lait en poudre dans un 9 ml de diluant TSE. L’ensemble des échantillons était préparé suivant

la méme procédure.

La dilution ainsi obtenue constitue la premiére dilution de 10 qui sert a préparer la

gamme de dilution jusqu’a 1073,

La préparation de la gamme des dilutions consiste & transférer, & I’aide d’une
micropipette, un volume de 1 ml de la premiére dilution dans un tube contenant 9mL de la

TSE. Les dilutions étaient bien agitées, a I’aide d’un vortex, avant chaque transfert.

11.1.2.2. Dénombrement et isolement des moisissures

Un volume de 1 ml de chaque dilution était étalé par un rateau sur la gélose de 1’extrait
de levure, dextrose, oxytétracycline et agar-agar (Annexe 1) .Ensuite, les boites étaient

incubées a 25°C pendant 4 a 5 jours.

Apreés incubation, le dénombrement a été effectué a I’aide de la formule de 1’équation
1.Les résultats de [I’identification des espéces fongiques sont exprimés en
UFC/g..(Dutruc. ,2003).

N (UFC/g) =¥ C /((n1#+0,1n,) d V) Eq. 1

¥C (UFC): Somme de colonies comptées sur toutes les boites retenues ;
V (mL) : Volume inoculé a chaque bofte ;

n1 : Nombre de boites retenues a la premiere dilution ;

n2 : Nombre de boites retenues a la deuxiéme dilution ;

d :Facteur de dilution de la premiére dilution retenue pour les comptages sur botte.
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Identification des moisissures

Dans cette étude, ’identification des moisissures est basée seulement sur 1’observation
microscopique suivant le guide de Botton et al. (1990). Les sur les caractéres culturaux
(observation macroscopique).

1. Observation macroscopique

L’observation des colonies des champignons qui se sont développés se fait tout
d’abord a I’ceil nue puis a la loupe binoculaire suivant les critéres décrites par EI Khoury

(2007), Bennoudia (2016),Djossou (2011), Belmehdi et Beddar (2019).

L’observation macroscopique est réalisée sur la face et le revers de la boite. L étude
des caracteres morphologique macroscopiques a portée sur tous les groupes de moisissures

isolées. Les caracteres étudiés sont basées sur le :

- Au niveau du mycélium : la couleur et la texture du thalle (veloute, laineux, etc..), la
couleur du revers de la colonie, le contour de la colonie, la vitesse de croissance
apicale et I’odeur

- Au niveau des spores : la densité sur le thalle, ’aspect des spores (granuleux,
poudreux), 'uniformité de la couleur des spores, la présence de pigment diffusible et

les exsudats.

2. Observation microscopique

L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les
méthodes les plus utilisées sont celles du ruban adhésif décrit par Belmehdi et Beddar
(2019).

La technique de scotch est une technique astucieuse peut parfois étre utilisée. Elle
consiste a effectuer le prélévement a I’aide d’un morceau de ruban adhésif transparent quel’on
plaque légérement a la surface de la culture jeune et au borde de la colonie fongique (méthode
directe ou la méthode de dilution), puis que I’on colle sur une lame de microscope.(figure 6)
L’observation microscopique se fait au grossissement X10, X40 et X100 a l’aide d’un

microscope optique (Bennoudia, 2016 ; Belmehdi et Beddar, 2019).
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Figure 6 : Méthode de préparation de frottis pour I’observation microscopique des
moisissures par la technique de scotch.

Etude de la production des mycotoxine

Dans cette étude, deux méthodes ont été utilisées pour détecter la capacité des isolats
identifiés, a produire les mycotoxines.

11.1.4. 1. Détection visuelle des souches productrices de mycotoxine

Les souches isolées ont été réensemencées sur des boites de Pétri contenant 20 mL de
milieu CEA (Coconut Extract Agar) (Annexe 1), et le désoxycholate de sodium a raison de
0,8%. Les boites de Pétri sont incubées a 25°C pendant 5 a 10 jours. Des boites de Pétri en
verre non fluorescent ont été utilisées. Les zones de diffusion d’aflatoxine et d’ochratoxine
sont détectées en utilisant une lampe a UV a une longueur d’onde de 365 nm. La présence ou

I’absence des mycotoxines est traduite par des fluorescences. (Lemke et al. 1989).

11.1.4. 2. Détection des mycotoxines par la chromatographie sur couche mince (CCM)

Les isolats ont été repiqués séparément sur milieu YES (Yeast Extract Sucrose)
(Annexe 1) ; riche en vitamines du groupe B complexes, ce milieu favorise la métabolisation
secondaire et induit les réactions anabolisantes conduisant a la production des mycotoxines.

L’incubation des flacons se fait & 25°C pendant 14 jours.

Aprés 14 jours d’incubation, la biomasse formée est éliminée en filtrant le milieu YES
a travers du papier filtre type Wattman N° 01 (Figures 7). Les 50 ml du filtrat obtenu sont
additionnés a 100ml de chloroforme, le mélange est rigoureusement agité pendant 10 min puis
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laissé décanter en utilisant une ampoule & décantation. Cette opération est répétée en
additionnant successivement 50 et 30 ml du solvant a la phase aqueuse récupérée a chaque

séparation.

La phase chloroformique ainsi obtenue est filtrée sur du papier Wattman N° 01 puis
concentrée par évaporation sous vide a I’aide d’un rotavapor type (Heidolphlaborota 4000

efficient) jusqu’a I’obtention d’un volume de 2 a 3 ml (indice d’une évaporation achevee).

Figure 7: Méthode de filtration de milieu YES par papier Wattman.

Enfin, la détection est basée sur la séparation par la chromatographie sur couche
mince. Elle est réalisée sur une plaque de gel de silice (gel de silice 60 F254) activée au four
pasteur a 105°C pendant 30 min. Des spots de 20ul et de 40ul de chaque extrait
chloroformique concentré étaient déposés sur la plaque. Elle est ensuite placée dans une cuve
chromatographique contenant un mélange de solvant d’élution composé de toluene, d’acide

formique et d’acétate d’éthyle de volume respectifs (5; 1 ; 4) (Multon,1982) ( Figures 8).

Apres migration et évaporation du produit d’¢lution a sec, la plaque est examinée sous
une lampe a UV a une longueur d’onde de 365 nm. La présence ou I’absence des mycotoxines

est traduite par des fluorescences.
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Figure 8: Séparation des mycotoxines sur plaque de CCM réalisé dans cette étude.
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Résultats et discussion

11.2. 1. Isolement et dénombrement des moisissures

Le résultat de denombrement des moisissures sur le milieu de I'extrait de levure
montre que 20 échantillons sont positifs sur 27 échantillons analysés. Cette contamination
représente une fréquence de contamination de 74.07%. Les échantillons analysés dans cette
¢tude s’était avéré moins contaminés par rapport a la fréquence (94 %) de contamination
reportée par Medina et Jordano (1993). Cependant, Hadj Ahmed (2018) a montré une
fréquence faible (25%)par rapport aux résultats de cette étude. Cette variabilité de fréquence
est probablement expliquer et/ou influencé par plusieurs :

Nombre des échantillons analysés, c'est-a-dire plus le nombre des échantillons s’éléve
plus la fréquence diminues ;

La nature de la matiére et les conditions de fabrication :

Conditions de stockage (température e humidite).

Pour les échantillons contaminés les concentrations sont comprises entre 20 (1,30 log
UFC/g) et 80 UFC/g(1,90 log UFC/g), avec une moyenne de 1,30 et médiane de 1,54. Ces
résultats sont moins contaminés par rapport aux résultats de Medina et Jordano (1993)
montré que I’ensemble des échantillons analysé sont contaminés avec des concentrations
s’étalent entre 15-330 UFC.

Malgré I’étape de déshydratation qui limite normalement la présence des levures et
moisissures, les moisissures était présent dans les échantillons analysés. Cette contamination
sont a l’origine de contamination par I’environnement, I’emballage ou venir au cours de
chaine de fabrication (Belin, 1996).En plus, les spores des moisissures sont résistantes aux

traitements thermiques appliqués durant la production de la poudre du lait (Moreau, 1996).

11.2. 2.Distribution des genres fongiques

Aprés identification plusieurs genres ont été identifiés. A partir de boites de
dénombrement et d’isolement de moisissures, 20 isolats ont été repérés. Les isolats obtenus
ont ét¢ identifié en basant sur I’observation microscopique. Dans ce travail, 1’observation
macroscopique n’était pas exploitée car s’est avérée difficile dii a la variabilité des aspects
macroscopiques (couleur, aspect de colonie et le revers des boites ...).Les caractéristiques
macroscopiques et microscopiques sont synthétisées sur le Tableau 8. Seulement

’observation microscopique d’un frottis (méthode de Scotch) pour I’identification des genres.
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L’identification microscopique a permis d’identifier 6 genres appartiennent a
Aspergillus spp(33.33 %), Trichoderma spp (14.81%), Penicillium spp (11.11%),
Clodosporum spp et Ulocladium spp (7,41%), Rhizoctone spp (3,70%) (Figure 9).

Aspergillus spp. est prédominants contaminants dans identification fongique, selon
Kandasamy et al. (2020) et Moubasher et al. (2018) et Torkar et al. (2008), montrée que
Aspergillus est le genre a été largement signalé et associé a la contamination des produits
laitiers. Et pour Alzamily (2022)ont montré le pourcentage de lunettes fongiques qui
contamina les produits laitiers, comme il a été constaté que le pénicillium était dominant avec
un pourcentage de 42,85%, suivi de Aspergillus avec un pourcentage de 32,14%,Ensuite, avec
Cladsporium14,30%, et isoler d’autres genres comme Fusarium par exemple 7,14% et enfin
Alternaria 3,57%.

Une présence importante des différentes especes fongiques dans la poudre du lait, est
probablement due a la présence de conditions appropriées a leur croissance. Beaucoup
d’autres auteurs reportent le développement et I’activité des moisissures (Cuero et al., 1987
et lacey, 1990).L’évolution du niveau de contamination par les moisissures et important car
elle permet de fournir des informations aussi bien sur la qualité des produits alimentaires que
d’éventuelle présence des mycotoxines.

Aspergillus spp(33.33 %)

Trichoderma spp (14.81%),

Penicillium spp (11.11%),

Clodosporum spp (7,41 %)
Ulocladium spp (7,41 %)

Rhizoctone spp (3,70 %)
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B Aspergillus sp
B Clodostorium sp
W Trichoderma sp
M Rhizocyone sp
B Ulocladium sp

B penicillium sp

Figure 9 : Secteurs de réparation de différents isolats fongiques isolés a partir de I’échantillon

de Ilait en poudre.
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Tableau N°8 : Caractéres cultures macroscopiques et microscopiques (x100) des isolats fongiques.

Genre Aspect macroscopique en Aspect macroscopique en Aspect microscopique

surface revus

Description  macroscopique et
microscopique

Aspergillus spp

Rhizoctone spp

Clodosporiumsp

p

Surface: colonie rose avec un
centre marron foncé. Verso:
colonie jaune avec un centre
marron.

Microscopique : grosses conidies
globuleuses

(disposition en téte

aspergillaire)

Surface: colonie duveteuse a
poudreuse, d'abord blanchatre.
Verso: brun colonie a croissance
rapide

Microscopique :des

hyphesseptés .

Surface: colonie poudreuse bleu a
centre beige. Verso: colonie beige
a centre brun.

Microscopique : -Des conidies en
chaine acropétale, septées avec
plusieurs sites conidiogenes
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Tableau N°8 (suite): Caractéres cultures macroscopiques et microscopiques des isolats fongiques.

Q-

Genre Aspect macroscopique en Aspect macroscopique en Aspect microscopique Description  macroscopique et

surface revus 100X microscopique

surface: colonie blanchatre
poudreuse. Verso: colonie jaune.
Microscopique : Hyphe : septés
-Conodiophore : long , et non
cloisonné, hylines

-Phialides : directement insérees
sur la vésicule

-Conidies : globulaires,

-Téte aspergillaire : unisériée,
Radiée

surface: colonie poudreuse, couleur
brun avec un centre marron foncé.
Verso: brun a centre marron foncé.
Microscopiques:  des  conidies
unicellulaires globulaires.

Aspergillus spp

Trichodermaspp

Aspergillus spp surface: colonie vert foncé puis
vert-jaune. Verso: colonie brun.
Microscopique : Des conidies
produites par

des phialides insérées a

I’extrémité dilatée d’un
conidiophore large et non
cloisonné (disposition en téte

aspergillaire)
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11.2. 3 Détection visuelle du pouvoir producteur des mycotoxines

Afin de détecter visuellement la production de mycotoxines, les isolats, ont été
ensemencés directement sur le milieu de culture d’extrait de noix de coco (CEA).

Apres incubation a 25 °C pendant 7 jours sur milieu CEA (contenant le désoxycholate
de sodium a 0,8% comme retardateur de croissance), les boites ensemencées par les isolats
testés étaient exposées a la lumiere UV. Comme montre la figure( 10) les zones fluorescentes
sont spécifiques aux mycotoxines produites par Aspergillus spp et Penicillium spp. La surface
du milieu CEA est également trés absorbante de la lumiére UV et constitue un arriére-plan
efficace pour detecter les zones fluorescentes entourant les colonies correspondant
probablement aux aflatoxines et aux ochratoxines.

La détection de la production d’aflatoxines par la visualisation da la fluorescence sur
milieu CEA est aussi performante que la détection par CCM. Selon la technique décrite par
Dauvis et al. (1987) et Fente et al. (2001) et par chromatographie sur couche mince (CCM)
selon Calvo et al. (2004).

La contamination de la mycotoxine est lI'un des problémes majeurs associés a la
survenue de champignons filamenteux dans les produits alimentaires. Les mycotoxines sont
des métabolites secondaires toxiques produites principalement par l'espéce des genres
d'Aspergillus, de Pénicillium, entre autres (Anelli et al., 2019).

Souza et al (2023) montre que les principaux effets des mycotoxines dans le corps
humain sont la toxicité du foie et des reins, la déstabilisation du systeme immunitaire, la
toxicité foetale et la cancérogénicité; Cependant, il n'est pas facile de prouver que les especes
fongiques peuvent produire une mycotoxine ou si la mycotoxine provoquera des dommages si

détectés dans un produit.

Figure 10: Mise en évidence par la fluorescence sous lumiere UV (365nm) de la production

de la mycotoxine sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CEA).

34



Résultats et discussion

4. Détection des mycotoxines par la chromatographie sur couche mince (CCM)

La technique de séparation chromatographique sur couche mince permet de confirmer
le résultat obtenu avec la technique de Lemke et al (1989). Dans le milieu YES, les
mycotoxines produites par les souches isolées, développent une fluorescence marquée sur le
chromatogramme (Figure 11).

Les résultats de CCM montrent que les isolats testés produit au moins 0.5 ppb (poids par
billion) qui représente le seuil de détection de la méthode CCM (Zakaria et Majerus, 1992).

Figure 11: Mise en évidence par fluorescence sous lumiére UV (365nm) de la production de

mycotoxines sur CCM

Parmi Olsen et al. (2003) ; Blumenthal (2004) montré que La sécrétion des
métabolites secondaires par les souches fongiques toxinogenes dans la poudre du lait depend
¢galement d’autres facteurs liée a I’isolat, par exemple, I’Ochratoxine A (OTA) produit par
Penicillium nordicum (Olsen et al.,2003) , Aspergillus niger (Abraca et al., 1994). Parmi ces
facteurs:

1) activité d’eau de la poudre du lait : Pfohl-Les zkowicz (2001) montré que la
disponibilité en eau a une influence déterminante pour les différentes mycotoxines y
compris les aflatoxines ;

2) défaut d’oxygénation (Le bars, 1982) ;

3) Température optimale de toxinogénése (Moreau, 1991) ;

4) pH permettant la toxinogénése est plus restreinte quelle permettant la croissance
fongique (Keller et al., 1997).

35



CONCLUSION



Conclusion

Conclusion

Cette étude visait a rechercher la présence de champignons filamenteux dans le lait en

poudre consommé dans la région d’Ain T’émouchent.

Aux termes de ce travail, les résultats ont montré que les échantillons analysés de lait
en poudre étaient contaminés par des champignons filamenteux a un taux de 74% et 6 genres
ont été identifi¢ dans des isolats d’ Aspergillus et penicillium sont productrice de mycotoxines
par les deux techniques utilisées sur milieu CEA et YES dont la révélation est visuelle et par
CCM pour les deux méthodes respectivement.

La présence des moisissures et mycotoxines constitue une menace pour la santé du
consommateur Faire face au danger des mycotoxines reste difficile a atteindre d’un point de
vue appliqué c’est pourquoi nous conseillons aux consommateurs de réduire la consommation

de lait en poudre et de le remplacer par le lait du vache.

Les résultats obtenus ouvrent un perspective (1) d’étendre 1I’étude sur une gamme
élevée des échantillons, (2) modéliser la croissance de moisissures dans le produit au long de

sa fabrication, distribution et consommation, (3) modéliser la production de mycotoxines.

Le risque lié au mycotoxines reste inévitable vu que les moisissures sont toujours
présentes a cause de leur caracteres ubiquitaires et désamination rapide. Cependant, la

minimisation de la contamination et croissance de champignons peuvent étre cible.
Au terme de ce travail plusieurs recommandations, peuvent étre proposees :

1) Respecter le principe d’hygiéne et les bonnes pratiques de fabrication ;

2) Réduire les quantités de lait en poudre et le remplacer par du lait du vache ;

3) Améliorer les conditions de stockage de produits et de matieres premieres ;

4) Sensibiliser les acteurs et les Sensibiliser aux dangers des mycotoxines de

mycotoxines.
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Annexes

Annexe 1

Milieux de culture : milieu a I'extrait de levure, dextrose, oxytétracycline et agar-agar :

Composition

Extrait de levure en poudre
Glucose

Agar

Eau distillé

Stériliser a ’autoclave a 121°C pendant 15min avec pH=6,6
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quantité
59

20g

159

900ml
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Milieu YES (Yeast Extract ) :

Milieu de culture Composition

Milieu YES SUCIOSE.....evveeiiieieeeie 409
Extrait de levure ............... 209
L'eau distillée............... 1000ml

Autoclave pendant15min a température de 121°C

Milieu CEA (noix de coco) :

Milieu de culture Composition

Milieu CEA noix de coco ................ 100g
Agar-agar..................... 20¢g /I
L’eau distillé.................. 300ml

Autoclave pendant15min a température de 121°C
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Annexe 2:
Les préparation des milieux de cultures utilisés
Milieu solide :
Mode opératoire du milieu de base :

Dans une balance électronique, On peser sur verre de montre un 15¢g du agar, puis 59
du Pextrait de levure et 20g du glucose ensuite en ajouter 900ml de 1’eau distillé . on I’agité
jusqu’a homogénéisation ,On le mettre dans le bain marin jusqu’a solidification , puis montrer

directement dans I’autoclave d’une durée de 15 MIN (118-120°C) .

Pour chaque échantillon, On prend 2 boites de pétri recouvertes le milieu de la gélose
al’extrait de levure, dextrose, oxytétracycline et agar-agar (on a préparé le milieu de extrait
de levure selon le journal officiel 2017) et stériliser a ’autoclave a 121 C° pondant 15 min

puis refroidie a 45°C

Ajouté 1 ml de la solution chlorhydrate d’ oxytétracycline dans le milieu ( préparation

selon le journal officiel 2017 ) , puis solidifier le milieu dans les boite de Pétri.
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Mode opératoire de milieu a base d’extrait de noix de coco :

100grammes de la noix de coco déchiquetée ont été homogénéisé pendant Smin avec
300ml D’eau distillé chaude dans un bécher .1a solution est filtré a I’aide du tissu d’agar a été

(20g/litre) .le mélange a été alors stérilisé a 121°C pendant 15min
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Milieu liquide :
Mode opératoire du milieu YES:
Sur une balance électronique, On peser dans un bécher mettre 20g du extrait de levure
et ajouter 40g du sucrose, puis 1g du potassium dihydrogene phosphate anhydrous (KH2 POs),

ensuite ajouter le 0,5 g du Magnésium sulfateheptahydrate (MgSO4), puis 15g du agar

finalement ajouter 1litre d’eau distillé. On agité le mélange jusqu’a I’homogénéisation.

Dans chaque flacon on met 50mL du bouillon préparé (Milieu YES) , puis ajouter
dans chaque flacon 0,5ml du vitamine B12.
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