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Introduction

L’ Algérie occupe 1'une des premicres places mondiales en termes de consommation de
blé (230 kg /téte d’habitant) avec une production locale oscillante entre 2,5 et 4 millions de
tonnes, et une consommation estimée a plus de 10,5 millions de tonnes. Ces blés sont
principalement utilisés pour la production de pain, sous forme de farine panifiable (Bessaoud,
2018).

En effet,I’Algérie occupe la 1ére place en terme de consommation du pain avec 49

million de baguette par jour. Le pain est le produit de panification de la farine de blé tendre.

La farine de blé est le produit élaboré a partir des graines de blé « TriticumAstivum» par
procédé de mouture ou de broyage (Codex, 1985). Différents produits sont préparés a partir de
la farine de blé comme les biscuits, gateaux et particulierement le pain, utilisé dans notre vie
quotidienne. La farine de blé se caractérise par une teneur en cendre faible, une teneur en
proteine inférieure a 8 (MS %), une teneur en lipide supérieure a 1,4 (MS %), et une teneur en
eau inferieure a 15 % qui la protége de I’altération bactérienne mais ne nie pas la présence et la
croissance de moisissures. En effet, les moisissures tolérent ces activités d’eau faible et méme
peuvent se développer dans ces conditions surtout si les conditions de stockage sontmal-

contrblées.

Les moisissures sont des microorganismes ubiquitaires, existent en abondance aux
champs comme était montre par plusieurs auteurs (Minati et Khalaf, 2020 ; Feradji et Saada,
2018). Ces auteurs ont montré la présence de Alternariaspp, Fusariumspp, Helminthosporium
spp, Cladosporiumspp, Penicillium spp, Aspergillus spp, Rhizopusspp. La présence et la
croissance de ces microorganismes est fortement favorisé par le changement climatique
constaté ces dernieres années. Parmi ces moisissures, plusieurs espéces peuvent produise des

métabolites secondaires toxique appeléemycotoxine.

Les mycotoxines sont des substances chimiques (toxiques pour I’Homme et les
animaux), synthétisées notamment par Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternariaet
Claviceps. Actuellement, il existe plus de 400 mycotoxines qui peuvent contaminer de

nombreuses denrées alimentaires (Steyn, 1998).

L’exposition cumulée a ces mycotoxines, notamment dans le pain, est a I’origine de
toxicités aigués, subchroniques et chroniques engendrant des effets délétéres sur le systéme
nerveux central, ’appareil cardiovasculaire, I’appareil respiratoire, I’appareil digestif et le
systéme urinaire. Elles peuvent aussi induire des effets génotoxiques, mutagénes, carcinogenes,
tératogenes et immunosuppresseurs (Bennet et Klich, 2003 ; Afssa, 2006).
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Introduction

L’objectif de notre travail est de rechercher et d’identifier des champignons
mycotoxinogenique dans la farine de bl¢ ainsi que de prédire I’altération fongique de la farine
boulangére.

Pour atteindre ces objectifs, nous avons subdivisé notre mémoire en deux parties :

> Une premiére partie bibliographique qui comporte deux chapitres : le premier
est consacré a donner des généralités sur la farine, suivi d’un 2°™ chapitre sur
les caractéristiques de la flore fongique et les mycotoxines;

» La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisées, ainsi que les

principaux résultats obtenus et leur discussion.






1.1. Généralités sur le blé:

1.1.1. Définition :

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre Triticumde la famille des
Gramineae. C’est une céréale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé caryopse,
constitu¢ d’une graine et de téguments. Les deux espéces les plus cultivées sont : le blé dur

(TriticumDurum) et le blé tendre (TriticumAestivum) (Feillet, 2000).
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Figure 1: Représente le blé Triticum Aestivum et Triticum Durum.

1.1.2. Histoire du blé:

Le blé a été domestiqué il y a environ 10 000 ans et s'est depuis répandu dans le monde
entier pour devenir I'une des principales cultures (Dubcovsky et Dvorak, 2007).
La domestication du blé, le passage de la chasse et de la cueillette aux modes de vie agraires en
Asie occidentale a été un seuil dans I'évolution des sociétés humaines (Dobrovsky et Dvorak,
2007).

1.1.3. Origine géographique et génétique du blé:
La plupart des recherches archéologigques ont confirmé que les origines du blé se situent
dans la zone du croissant fertile ; zone couvrant la Palestine, la Jordanie, la Syrie, la Turquie,

le Liban, L’Irak et une grande partie de L’Iran (Bonjean, 2001).
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Figure 2:Diffusion de la culture de blé (Bonjean, 2001).

A partir de ce centre d’origine, la culture du blé s’est diffusée vers le Nord-Ouest par les
plaines cotieres du bassin méditerranéen (I’Italie, la France et I’Espagne ) , et au travers des
Balkans (chaine montagneuse de la Bulgarie ), puis en suivant la vallée du Danube (Ukraine ,
Moldavie, Bulgarie, Roumanie , Sibérie, Monténégro , Croatie , Hongrie et Slovaquie ) pour
arriver a la vallée du Rhin( Suisse, France , Allemagne et Pays-Bas), entre 5 000 et 6 000 avant
J-C) . Dans le méme temps, il se diffuse vers I’ Asie et I’ Afrique. Son introduction en Amérique,
et plus encore en Australie, n’est que trés récente (Doussinaultet al.,2001).

L’évolution du blé s’est donc produite dans de nombreux écosystémes, de maniere
relativement indépendante jusqu’au XIXe siecle (Doussinaultet al.,2001). Le blé dur et le blé
tendre sont des espéces polyploides issues de I'hybridation interspécifique de deux et trois

especes diploides différentes, respectivement (Figure03).
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Figure 3: Phylogenie des blés ( Feldman, 2001).

1.1.4. Importance du blé et production:

Le bl¢ joue un réle essentiel dans I’alimentation directe et également indirecte d’une tres
large fraction de I’humanité. C’est actuellement la céréale la plus cultivée dans le monde, et la

plus commercialisée sur le marché mondial (Charvet, 1977).

1.1.4.1. Dans le monde :

Le blé est la culture vivriére qui couvre la plus grande surface cultivée au niveau mondial
(14 %) et qui représente la part la plus élevée des échanges de produits alimentaires dans le
monde (OCDE/FAOQ, 2020).

La production mondiale de blé a fortement augmenté en 60 ans. Elle est passée de 222,4
millions de tonnes en 1961 a 765,8 millions tonnes en 2019.
Alors que I’Europe a été leader de la production mondiale de blé jusqu’au début des années 90,
elle a été dépassée depuis par I’ Asie, dont la production a explosé, passant de 45,8 millions de
tonnes en 1961 a 337,9 millions de tonnes en 2019. La production de blé sur le continent

américain est également en croissance, mais dans des proportionsmoins



importantes que pour I’Europe ou I’ Asie. Elle est ainsi passée de 50,8 millions de tonnes en
1961 a 116,8 millions de tonnes en 2019 (Olivpro, 2020).
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Figure 4: Evaluation de al production mondiale de blé par continent et au niveau mondial (en
tonnes) d'aprés Fao stat,( 2021)

En 2019, la Chine et I’Inde sont de loin les deux premiers producteurs mondiaux de

blé. Ils dépassent tous les deux les 100 millions de tonnes (Olivpro, 2020).
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Figure 5:Evolution des 20 principaux producteurs de blé ( en tonnes) d'aprés Fao stat (2021)
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1.1.4.2. En Algérie:

Les céréales et leurs dérivées constituent I’alimentation de base dans beaucoup de pays
en développement, particulierement dans les pays maghrébins (Djermoun, 2009).

La production des céréales en Algérie est toujours tres faible. Sur les cing derniéres années, la
moyenne n’a pas excédé les 42 millions de quintaux et demeure trés insuffisante, puisqu’elle
ne couvre que 30% des besoins nationaux (Aissa, 2019).

La facture d’importation des céréales ne cesse d’augmenter. L’importation du blé (dur et
tendre) représente 65 % des importations des céréales, dont 70% en blé tendre. En 2018, on a
importé 8 millions de tonnes de blé (dur et tendre) avec une facture de 1,92 milliard de dollars,
dont 7,9 millions de tonnes de blé tendre avec une valeur de 1,48 milliard de dollars
(Aissa,2019).

1.1.4.3. AIN TEMOUCHENT:

Une production de prés de 1.116 000 quintaux de céréales, toutes variétés confondues, a
été relevée, depuis le debut de la campagne moisson-battage, selon le directeur des services
agricoles (DSA) Ghali Boulenouar . Les coopératives céréaliéres et de lIégumes secs (CCLYS)
des communes d'AinTémouchent et de Hammam Bouhadjar ont accueilli des quantités de
production avoisinant les 496.700 quintaux de céréales dont 459.606 gx de blé dur, 32.575 gx
de blé tendre et 4.468 gx d’orge, a fait savoir M. Boulenouar (Dk news, 2020).

1.1.5. Morphologie du blé et composition de grain de blé:

Le grain de blé a une forme ovoide (Figure 06) et présente sur la face ventrale un sillon
qui s'étend sur toute la longueur. A la base dorsale du grain, se trouve le germe qui est surmonté
par une brosse. Le grain de blé mesure entre 5 et 7 mm de long, et entre 2,5 et 3,5 mm
d'épaisseur, pour un poids compris entre 20 et 50 mg (Surget et Barron, 2005). Par ailleurs,
selon Calvel, (1983) la couleur de blé varie du roux au blanc. En rapport avec le pays d'origine,
le sol, la culture et le climat d’apres Emillie, (2007). Un grain de blé est formé de trois régions

: Albumen, Enveloppes et Germe (Feillet,2000).
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Figure 6: Structure du grain de blé ( Surget et Barron, 2005).

1.1.6. Composition chimique du grain de blé :

Le grain est principalement constitué d’amidon (environ 70%), de protéines (10 a 15%)

selon les variétés et les conditions de culture), les autres constituants, pondéralement mineurs

(quelques% seulement), sont les lipides, la cellulose, les sucres libres, les minéraux et les
vitamines (Feillet, 2000).

Tableau 1: Composition chimique du grain de blé (feillet, 2000)

Nature des composants Teneur (% ms)
Protéines 10-15
Amidon 6771
Pentosanes 8-10
Cellulose 2-4

Sucres libres 2-3

Lipides 2-3

Matiéres minérales

10



1.1.7. Différences entre blé tendre et blé dur :
Tableau 2: Les différences entre le blé tendre et le blé dur ( Doumndji et al.,2003).

Aspect génétique 03 génomes A, Bet C 02 génomes A et B
2n=42=3

Prédominance De I’amidon Des protéines

Aspect de la plante  Feuilles trés étroites, Feuilles large
Maturation tres rapide Maturation trés longue

Moisson tardive
exigeante de point de vue sol et
climat

Forme Texture opaque Texture vitreuse

Structure de ’amande farineuse

1.1.8. Utilisations du blé:

1.1.8.1. L’alimentation humaine:

Les grains de blés tendres sont utilisés pour fabriquer de la farine panifiable (haute teneur
en gluten qui donne son élasticité au pain), et de la farine utilisée en patisserie ou biscuiterie.
Les variétés de blés durs donnent de la farine qui sert a fabriquer les pates et la semoule (Rossin,
2002). L’industrie en utilise une petite partic pour produire de I’amidon, du malt, du dextrose,

du gluten et de 1’alcool (Delphine, 2006).

1.1.8.2. Dans P’alimentation animale:

L’utilisation de blé dans I’alimentation animale est prédominante dans les pays
industrialisés, son utilisation permet la valorisation des sous produits telle que le son et
remoulages consommeés sous forme de poudres ou granules (Delphine, 2006) et aussi les pailles

servent également de fourrage des litieres (Rossin, 2002).

11



1.1.8.3. Dans le domaine non alimentaire:
Il est utilis¢ dans la fabrication des produits cosmétique, d’alcool et dans I’amidonnerie

(fournissant des papiers peints, 1’engrais) (Delphine, 2006).
1.1.9. La mouture de blé tendre:

1.1.9.1. Principe de la mouture:

Selon Parrenin, (2021), L’opération de mouture permet de séparer les différentes
parties du grain de blé et de réduire en farine I’amande farineuse du grain pour obtenir de la
farine. La mouture se décompose en 4 étapes : le broyage ; le claquage ; le convertissage et
le blutage.

Pour obtenir ce résultat, il faut que le blé soit industriellement pur (Fredot, 2006)
(nécessité d’un nettoyage, d'enlever du blé, toutes les impuretés qui y sont présentes) (Feillet,
2001),et préparé d’une fagon optimale (une addition d'eau ou de mouillage et un temps de repos
ou conditionnement (Calvel, 1980).
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Figure 7: Processus de mouture de blé tendre (Perrenim, 2021)
Les blés livrés, (2) pré-nettoyage, (3) nettoyage, (4) Mouillage, (5) broyage,(6) Blutage,(7) Le

claguage (8) Le convertissage.
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Tableau 3: Un exemple de bilan d'une mouture de blé a un taux d'extraction de 75 % (Calvel,1984).

Sons: Gros 9%
Fins 7%
Remoulages bis 3%
Remoulages blancs 5%
Déchets de nettoyage 1 %

1.2.Généralités sur la farine:

1.2.1. Définition :

La dénomination « farine »ou « farine de panification » sans autres qualificatif, désigne
la farine de blé tendre TritcumAestivum. La farine de panification est le produit de mouture de
grains de céréales aptes a la panification, et est préalablement nettoye, sans autre modification
que la soustraction partielle ou totale des germes et des enveloppes (Journal Officiel
N°36,1991).

1.2.2. Composition de la farine:

Comme montre le Tableau n°04, le blé tendre se compose de plusieurs éléments.

Tableau 4: Composition de la farine ( Boudreau et Menard,1992)

Eau 149 /100g mat. Humide
Protéines 9-15¢g /100g mat. séche
Fibres 1,5g-2 /100g mat. séche
Amidon 70-80g/100g mat. séche
Lipides 1-2g /100g mat. seche
Sels minéraux 0,5g /100g mat. séche
Vitamines 0,0046¢g /100g mat. séche
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1.2.2.1. Amidon:

L’amidon est un polysaccharide de réserve L.’amidon est le composant le plus abondant
présent dans lI'endosperme du grain (Lineback et Rasper, 1988). Ce glucide est I’élément qui
se trouve en plus grande quantité dans I’albumen (Boudreau et Ménard, 1992) sa teneur varier
(62 a 75% sur le total de farine en base séche) (Anne,2018).

La fraction glucidique est constituée de 2 types de chaines polyosidiques formées d’unités
aD-glucose : (Banks et Greenwood, 1975).

e [’amylose (26 % de la fractionglucidique)

e [’amylopectine est le principal constituant glucidique de I’amidon de blé normal avec

une fraction de74%.

1.2.2.2. Protéines:

Les protéines sont le deuxieme élément en importance dans la farine. Leur teneur varie
de 8 % a 16 % (base seche). Dans la farine de blé il ya 70 a 80 protéines différentes (Boudreau
et Ménard, 1992). Osborne a classé les protéines de blé selon la base de solubilité et
fonctionnalité en 1908. Les protéines étaient divisées en trois grands types : simples, conjugue
et dérivé. Osborne a conclu que les protéines présentes dans les tissus végétaux étaient «simples
» et composeées de quatre grands types (Malik, 2009) :

Sont les albumines, les globulines, les prolamines (gliadines) et les glutamines (glutamines).
(Boudreau et Ménard, 1992).

1.2.2.3. Matiéres grasse (lipides) :

Le taux en lipide varie entre 1,5 et 2% du poids sec, la teneur et la composition des
lipides des différentes fractions du blé varient de facon notable (Guinet et Godon, 1994).

On compte une vingtaine de substances lipidiques soit 60 environ extractible par I’éther
de pétrole considéré libres, par opposition a 40 non extractible, dit lipides liés, représentés
principalement de glycolipides (Boudreau et Ménard, 1992). Les lipides de la farine ont un
effet positif sur la formation du volume de la pate et du pain pendant le processus de panification
(Malik, 2009).
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1.2.2.4. Matiéres minérales :

Représentant 0.45 a 0. 60, les teneurs en minérales sont peu importantes. La pureté de
la farine se juge d’aprés sa teneur en résidu minéral. Les Matiéres minérales de la farine
apparaissent apres calcination, les résidus se retrouvent sous la forme de cendres. Comme les
matieres minérales existent en plus grande quantité dans les enveloppes du blé, on conclut que

moins il y a de cendres, plus la farine est pure (Feillet, 2000).

1.2.2.5. Les pentosanes (polysaccharides non amylaceés) :

Les pentosanes sont beaucoup moins abondants que I’amidon, ces glucides ont
cependant un effet notable sur le pouvoir d’hydratation de la farine (Boudreau et Ménard,
1992). Cette capacité d'absorption en eau influence fortement les caractéristiques rhéologiques
des pates (Rouauet al.,1994).

1.2.2.6. Les vitamines :
Le blé contient une quantité appréciable de vitamines que I’on retrouve surtout dans le
son et le germe .On retrouve les vitamines du groupe B avec une teneur d’environ 4 .6 mg /kg.

La mouture détruit une partie d’entre eux (Feillet, 2000).

1.2.2.7. Les Enzymes :
Les enzymes sont présentes en petites quantités dans la farine, les plus courantes sont

les protéases, les lipoidoses, les amylases, les peroxydases et les catalases (Cheftel, 1977).

1.2.3. Type de farine:

Les farines sont classées par « type » (tableau 03) en fonction du taux de cendres, c’est
a-dire selon le poids de matiére minérale contenue dans 100 grammes de matiére seche (Calvel,
1990).

1.2.3.1. Taux d’extraction:

C’est la quantité de la farine obtenue a partir de 100kg. Plus le taux d’extraction est fort, plus

la farine est compléte et donc plus elle contient de son et écorce (Fredot, 2006).
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1.2.3.2. Taux de blutage:

Représente la qualité de son et remoulages recueillis aux cour de la mouture de 100 kg de blé
(Calvel, 1964 ; Masy |, 1989). C’est le complément a 100 du taux d’extraction. Si le taux de
blutage est fort, peu de farine a été obtenue, la farine est alors dite fortement blutée (Fredot,
2006).

Exemple : si le taux d’extraction=75% —— Taux de blutage = 100% — 75% = 25 %

Tableau 5: Types de farine (Calvel,1990).

Dénomination Taux de Cendres en % de la matiere seche Taux d’extraction
moyenne

45 Moins de 0.5 67 -70

55 De0.5a0.6 75-78

65 De 0.62 a0.75 78 -8

80 0.75a0.9 82-85

110 1.00a1.20 85-90

150 Plus de 1.4 90-98

T45 : utilisée en patisserie et pour les usages ménagers.

T55 : farine dite panifiable. Elle est également utilisée en biscuiterie, pour les usages
ménagers et en patisserie.

T65 : farine utilisée en biscuiterie.

Les farines types T80, T110, et 150 sont utilisées pour la production de pain de campagne.

1.2.4. Différents types de farines commercialisées:
D’apres Fredot (2006), les farines peuvent étre classée selon leur utilisation qui dépend

de sa composition.

1.2.4.1. La farine ordinaire ou « ménagere »:
Elle est constituée d’un mélange de différentes variétés de blés tendre ou de blé durs.
Les farines de blé tendre seront essentiellement utilisées pour la fabrication du pain alors que

les farines de blé dur serviront a la fabrication de patisseries ou gateaux.
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1.2.4.2. La farine non blanchie:
C’est une farine qui n’a pas été blanchie artificiellement. Son goit est par conséquent

plus naturel du fait qu’aucun additif ne lui a été ajouté.

1.2.4.3. La farine a gateaux:
C’est une farine blanche constitué exclusivement de blé tendre moulu trés finement. Elle
est plus riche en amidon mais contient moins de protéines .On obtiendra ainsi des gateaux

Iégers mais elle ne pourra pas étre utilisée pour lapanification.

1.2.4.4. La farine a patisseries:
Elle est essentiellement constituée de blé tendre, utilisée pour réaliser des patisseries,
des biscuits, et elle peut subir la panification.

1.2.4.5. La farine de boulangerie ou la farine a pain :
Elle est constituée d’un mélange de blés tendres et sa teneur en gluten trop éléve fait qu’elle

ne peut servir a un usage domestique.

1.2.5. Caractéristiques physico — chimiques:

Selon Doumandjiet al. (2003), les caractéristiques de la farine sont les suivantes :

» Teneureneau : Le taux d’humidité de la farine est un facteur important de conservation
et de stockage, et doit étre inférieur ou égal a 15.5 % (NA 11 -32-1991).

» Teneur en cendre : La détermination du taux de matiéres minérales, principalement
réparties dans les enveloppes et les germes, qui donnent une indication sur le taux
d’extraction pour le meunier (0.67 % Tolérance 0.00) (NA733).

» Taux en protéine : La teneur en protéines, par son intérét technologique et nutritionnel,
est un élément de la valeur d’utilisation dublé.

> Acidité : Les mauvaises conditions de conservation s‘accompagnent par d’autres
phénomenes : une dégradation enzymatique des lipides se traduisant par un
accroissement de 1’acidité du milieu, cette acidification constitue un indice d’altération

de la qualité technologique (0.045% tolérance0.015).
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Tableau 6: Caractéristiques physico-chimiques de la farine du blé tendre( Doumandji et al.,2003).

Caractéristiques Farine de blé tendre

Teneur en eau % <155

Teneur en cendres (MS %) 0.56 —0.67 farine courante < 0.6 farine supérieur
Teneur en protéines (MS %) >8

Acidité en g/l de H2SO4 0.045 -0.050

Teneur en lipides (MS %) <14

1.2.6. Qualité de la farine boulangere:

Selon les normes de Codex alimentaire (1989), les facteurs de qualité sont :

» La farine de blé tendre doit étre exempte des métaux lourds, d’odeur et des gofts
anormaux ainsi de souillures (impuretés d’origine animale, y compris les insectes
mortes) en quantités susceptibles de présenter un risque pour la santé;

» Teneur en eaux 15,5% ;

» Conforme aux limites maximales de mycotoxines fixées par la commission de codex
alimantariusde ce produit;

» La farine de blé doit étre emballée dans des réecipients préservent les qualités

hygiéniques, technologiques, nutritionnelles, organoleptiques du produit.

1.3. Genéralité sur les champignons:

Les champignons représentent I’'un des plus importants groupes d’organismes sur terre
et jouent un réle clé dans un grand nombre d’écosystemes (Mueller et Schmit, 2007). Les
champignons ou Fungisont des organismes eucaryotes dépourvus de chlorophylle les qualifiant
d’organismes hétérotrophes. Une source de carbone organique est donc nécessaire a leur

développement. Dans I’arbre du vivant, ils constituent un groupe a part au sein des eucaryotes

(Kendrick, 2000).

1.3.1. Définition des champignons:

Les champignons sont des organismes pluricellulaires dont I’appareil végétatif le thalle,
est formé de longs filaments ramifiés et souvent cloisonnés que 1’on appelle des hyphes.
Lorsque la croissance est suffisamment avancée, I’ensemble des hyphes constitue un mycélium
visible a I’ceil nu qui se présente comme une sorte de feutrage a la surface colonisée (Mahideb

et Merrouche, 2015).
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1.3.1.1. Reproduction sexuel:

Le royaume Fungi, la majorité des espéces appartiennent au sous-royaume
Dikarya(littéralement ‘deux noyaux’ car leur reproduction sexuée implique une cellule
contenant deux noyaux en fusion). Ce groupe est composé de deux embranchements (les
Basidiomycotaet les Ascomycota). En dehors du Dikaryail existe de nombreux autres groupes
plus petits, la reproduction sexuée impliquant souvent la fusion de plusieurs paires nucléaires
dans une méme cellule. Des exemples de ces derniers sont vus dans le sous-embranchement
Mucoromycotineet Entomophthoromycotine. Ces deux sous-phyla ont remplacé le phylum
Zygomycota, un groupement desormais abandonné car déformant les relations phylogénétiques.

Les deux montrent la fusion des pointes multi nucléées de deux hyphes conduisant a la
formation d’une seul grande zygospore, situé¢ entre eux. Il s'agit d'une structure multi nucléée a
paroi épaisse qui a évolué pour supporter des conditions environnementales défavorables. La
méiose se produit sur la germination et le mycélium haploide végétatif sedéveloppe.

En revanche, chez les Ascomycotaet les Basidiomycota, la reproduction sexuée a évolué vers
un moyen de dispersion rapide vers de nouveaux habitats, contrairement a la nature au repos du
zygospore. Dans ces deux groupes, le stade diploide est transitoire, la meiose entrainant la
production d'énormes quantites de spores haploides a vie courte. Chez I'Ascomycota, les spores
sexuées ou les ascospores sont produites dans des sacs, ou des asques. Chaque asque contient
généralement huit ascospores. Le groupe montre une transition progressive des formes
primitives qui produisent des asques uniques aux especes qui produisent de grandes structures,

ou ascocarpes, contenant un grand nombre d’asques (Colin,2013).

1.3.1.2. Reproduction asexuée :

Les champignons peuvent également produire des spores asexuées par simple division
nucléaire haploide. Encore une fois, court les propagules vivantes sont produites en trés grand
nombre pour assurer la propagation vers de nouveaux habitats. Dans de nombreux
champignons, ce stade asexué (anamorphe ou imparfait) s'est avéré si efficace que le stade
sexuel (téléomorphe ou parfait) a diminué ou méme disparu. Ces espéces sont connues depuis
longtemps sous le nom de Fungilmperfectiou Deutéromyceétes. Celui-ci contenait par
convention tous les parents asexués des Ascomycotaet Basidiomycota, mais pas ceux des ancien
Zygomycota. Avec les progrés de l'analyse phylogénétigue moléculaire, le concept de

Fungilmperfectidevient de plus en plus redondant en tant que groupe taxonomique utile,
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puisque la plupart les espéces a reproduction asexuée peuvent maintenant étre placées avec

leur reproduction sexuee les proches (Colin, 2013).
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Figure 8: Cycle de vie des champignons ( Roquebert, 2002)

1.3.2. Les conditions de développements champignon:

Le développement des moisissures est €également dépendant de I’environnement. Les

facteurs environnementaux les plus importants sont :

» Humidité relative (HR) : qui est évaluée par la formule HR = a,*100. AW :

représentant I’activité de 1’eau, c'est-a-dire la disponibilité en eau d’un substrat, la

majorité des moisissures se développent pour une activité de 1’eau comprise entre 0,85

et 0,99.

Température : La plupart des espéces de moisissures se développent dans une gamme

de température comprise entre 4 et 40°C. La valeur idéale pour leur développement se

situe entre 24 et30°C.
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Tableau 7: Catégorie de champignons selon leur gamme de température de développement d‘apres
Raquebert,(1997)

Type des champignons Gamme de température Température optimale
(°C) (°C)
Mésophiles 0a50 15a30
Thermophiles 20450 35a40
Thermotholérants 0450 15240
Psychrophiles 0az20 0al7

> L’oxygeéne : Les champignons sont des microorganismes aérobies ; ils ont besoin
d’oxygene pour une croissance normale. Toutefois, leur développement est peu affecté
par des teneurs de 10 fois plus faibles (2,1%) que celle de I’atmosphere. En
conséquence, certaines especes de moisissures pourront se développer sur les denrees
alimentaires conservées dans une atmosphére pauvre en oxygene (Keller et al.,1997).

> Le pH : la vitesse de croissance fongique est maximum pour des substrats de pH acides
a neutres (entre 4 et 7). La gamme de pH permettant la croissance est toutefois bien plus
étendue avec des valeurs limites comprises entre 2,2 et 9,6 pour les especes les plus
communes (Guiraud, 1998).

> La lumiére : La lumiére favorise la maturation des conidies et la germination des
spores. Les moisissures sont, généralement, indifférentes a 1’action de lumicére.
Toutefois, certaines espéces (Tuberales) ne supportent pas la lumiére et se développent
dans des endroits obscurs (grottes) Inversement, d’autres se développent sur les versants
de montagne ensoleillés en permanence ou dans les régions désertiques (Discomycetes)
(Pfohl-Leszkowicz,2001).

1.3.4. Classification des champignons:

Les champignons sont des organismes principalement composés de filaments Structures
simples et quelques cellules plus spécialisées qui produisent des spores. Ce matériel génétique
fongique est confiné au noyau comme les plantes. Cependant, ils ont un certain nombre de
caractéristiques qui les rendent uniques:

Les parois contiennent de la cellulose et de la chitine, pas de chlorophylle et de la
fluidité. Tous ces caractéristiques ont conduit les taxonomistes a classer les champignons

comme un régne a part, Ou les champignons ou le Cinquieme Royaume (Kendrick, 1999 ;
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Malloch, 1997). Comme tout le monde Les organismes, les champignons sont subdivisés en
classes, ordres, familles.

Tableau 8: Classifications des champignons (Philippe,2021)

Classe Genres Especes Ordre
Eurotiomycetes Aspergillus A.fumigatus Eurotiales
A flavusA.ni
dulansA.ter
reusA.niger
Eurotiomycetes Penicillium P Eurotiales

.chrysogenumP.notatu
mP.camembertiiP.roqu
efortiP.glaucumP.grise
ofulvumP.expansump.d
igitatumP.marneffel

Mucorales Mucor Zygomycota

Saccharomycetes  Saccharomyces, candida Ascomycota

Hyphomycetes Blastomyces,fusarium,mi Deuteromyco
crosporiumAlternariacla ta
dosporium.

1.3.5. Principaux genres des champignons mycotoxinogene:

Lors de la croissance des végetaux et de leurs stockages, les aliments peuvent étre un
substrat pour le développement des moisissures qui, souvent sous certaines conditions
d’humidité, peuvent produire des mycotoxines (Alami, 2018).

Les principaux genres producteurs des mycotoxines sont :

1.3.5.1. Genre Aspergillus:

Chaque espéce de moisissures de stockage a ces conditions de développement
(Christensen et al.,1969). Dans le blée stocke, les moisissures du genre Aspergillus multiplient
d’autant plus rapidement que la température (Jusqu’a 40°C) et I’activité de 1’eau sont élevées
(Feillet, 2000). Les Aspergillus sont des contaminants trés communs, ce genre

comprendde180a250especesselonlesauteursdontseulesAspergillusfumigatus,A.flavus,
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A.nidulans, A.terreus, et A.nigersontconsidérées comme thermo tolérantes (Rebouxet al.,
2010).

Phialide

Métule

Vésicule

Figure 9: Schéma d'une téte Aspergillaire ( Anonyme, 2012)

1.3.5.2. Genre Penicillium:

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycetes.
Les Penicillium sont des champignons pour la plupart trés communs dans 1’environnement
polyphages, pouvant étre responsables de nombreuses dégradations. Ils ont pour habitat naturel
le sol, les denrées alimentaires, les matieres organiques en décomposition, le compost, les
ceréales.

Il'y a plus de 200 espéces reconnues de Penicillium. Plusieurs especes s'adaptent
facilement.

*Aux conditions de croissance présentes a l'intérieur et se développent bien sur des
matériaux, de constructions humides. Il y a plus de 200 espéces reconnues de Penicillium.
Plusieurs especes s'adaptent facilement aux conditions de croissance présentes a l'intérieur et se
développent bien sur des matériaux de construction humides (Ouanzar, 2007). Les especes les
plus communes sont essentiellement : P. aurantiogriseum, P. cyclopium, P. hordei, P. freii, P.
melanoconidium, P. polonicum, P. viridicatum, P. verrucosum, P. crustosum(Dijksterhuiset
al.,2007).
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Figure 10: Schéma d'un Penicille ( Visagerie et al., 2014)

1.3.5.3. Genre Fusarium:

Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des Deutéromyceétes.
Les formes parfaites ou téléomorphesde quelques espéces de Fusariumsont connues, et
appartiennent a la classe des Ascomyceétes (ordre des Hyphocreales, famille des Nectriaceae,
genres Gibberella, Calonectriaet Nectria), on distingue preés de 40 especes largement répondues
dans la nature et vivants en saprophytes et certains sont des phytopathogenes(Le Calvez, 2009).
Le nom de Fusariumvient du latin « fusus » car les spores de ces moisissures sont en forme de
fuseau. Le principal caractere morphologique des Fusariumest la présence de macroconidies
fusiformes et cloisonnées. Dans la (Figure 13) sont présentés les principaux caracteres

morphologiques du genre Fusarium(Le Calvez, 2009).
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Figure 11: Genre Fusarium

1.3.5.4. Le Genre Alternaria:

Il est frequent, méme dans le blé cultivé dans les zones arides (Dendyet al., 2000). Les
especes les plus frequentes sont : A. alternataest connue par la production des mycotoxines, A.
tenuissimaest capable de produire des toxines tel que I’acide ténuazonique (Andersen et

al.,2002).
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Figure 12:Morphologie de levure Alternaria
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1.4. La mycotoxicogenése:

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

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

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

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

1.4.1. Les conditions de mycotoxicogénese:

La production de mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Donc, Les
facteurs qui peuvent affecter la croissance fongique seront également production de toxines. En
général, les conditions environnementales requises Les mycotoxines sont produites plus étroites
que celles qui permettent la croissance fongique, et dans la plupart des cas, des conditions quasi

optimales pour le développement des espéces considére.
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Tableau 9: Principaux facteurs influencant la production des mycotoxines ( Atoui, 2006)

Physiques Chimique Biologique
Humidité CO2 Stress de plante
Rapidité de séchage O Vecteurs invertebrés

Ré —humidification  Natures du substrat  Infection fongique

Humidité relative Nutrition minérale Différence entre variétés des plantes

Température Traitement chimique Différentes entre les souches fongiques
Damage mécanique Charge en spores

Meélange de graine Systeme microbiologique

Temps

1.4.2. Moisissures dans les céréales :

Les aliments sont généralement des milieux tres favorables a leur développement. Les

céréales sont naturellement en contact avec des spores fongique avant, pendant et apres la
récolte, durant le transport et le stockage.
Plusieurs moisissures notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusariumsont connus
pour étre des contaminants des produits agricoles et/ou pour leur capacité a produire des
métabolites secondaires potentiellement toxique (Cahagnieret al.,1998 ; Doyle et al., 1998 ;
Meyer et al., 2004).

1.4.3. Les mycotoxines:

1.4.3.1. Généralité:

Selon Pitt (1996), les mycotoxines sont "des métabolites de champignons qui, quand ils
sont ingérés, inhalés ou absorbés par la peau alterent les capacités de réaction. Le mot
mycotoxine est composé de deux parties : myco signifie champignon microscopique et toxine
pour substance toxique (Guezlane, 2016). Elles sont produites par les moisissures toxinogenes
des genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium(Tableau 09). Elles ont une composition
chimique trés variable (Tableaul0), ce qui fait que leurs propriétés physico- chimiques et
toxicologiques sont extrémement variées. Plus de 400 mycotoxines sont actuellement
identifiées a I’échelle internationale, elles sont produites par quelques 200 variétés de
champignons toxiques. Vu leur stabilité thermique, ces substances constituent un

dangerpotentielchezl’hommeetlesanimaux(Zinedine,2007).Ondistingueparmiles
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groupes de mycotoxines considérées comme importantes du point de vue agro-alimentaire et
sanitaire les Aflatoxines, les Ochratoxines et 1’Ochratoxine A en particulier, la Patuline, les
Fumonisines, la Zéaralénoneet les Trichothécénes. Il convient de remarquer que dans un groupe
structural de toxines, la toxicité peut varier considérablement d’une toxine a une autre et que le
danger n'est pas toujours lié a la toxine elle-méme, mais peut aussi venir de ses métabolites et

de I’effet de synergie possible en cas de multi contamination (Afssa, 2006).

Tableau 10: Mycotoxines et moisissures productrices associées retrouvées en alimentation humaine
et/ou animale (Afssa,2006)

Mycotoxines Principales moisissures productrices

Aflatoxines B1, B2, G1, G2 Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius
Ochratoxine A Penicillium verrucosum, A. ochraceus,

Patuline A. carbonarius

Fumonisines B1, B2, B3 Penicillium expansum, A

clavatusByssochlamysniveaFusariumverticillioides, F.
proliferatum

Trichothécénes (groupes A et Fusariumlangsethiae, F. sporotrichioides, F. poae, F.
B) graminearum, F. culmorumF. crookwellense,

Zéaralénone
Alcaloides d’ergot (dit ergot du = F.tricinctum, F.acuminatumFusariumgraminearum, F.

seigle) culmorum F. crookwellense

Citrinine Claviceps purpurea, C. paspali, C. africana, C.
fusiformis

Toxines A. terreus, A. carneus, A. niveus Penicillium verrucosum,

d’Alternaria = P. citrinum, P. expansum
(alternariol, alternariolméthyl

éther...)

Acide cyclopiazonique Alternariaalternata, Alternariasolani A. flavus,A.
versicolor, A. tamarii

Stérigmatocystine Penicillium dont P. camemberti

Sporidesmines A. nidulans, A. versicolor, A. flavus

Stachybotryotoxines Pithomyceschartarum

Toxines Strachybotryschartarum

d’endophytes

(ergovaline, lolitremeB)

Phomopsines Toxines Neotyphodiumcoenophialum,
loliiPhomopsisleptostromiformis

Trémorgenes Penicillium roquefortii, P. crustosum, P. puberrelum

A. clavatus, A. fumigatus
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Tableau 11: Structure chimique des principaux mycotoxines ( Philippe, 2015)

Mycotoxines Structure chimique

Mycotoxines Structure chimique

Aflatoxine B1

HooC
HOUC)1

CH,04 CH,OH NH,

Hoocﬁj

Fumonisine B1 Hooc

(0] OH QH

Ochratoxine A

Zéaralénone

Patuline

Trichothécenes

1.4.3.2. L’effet des mycotoxines :

Les mycotoxines constituent un danger imminent qui tire le signal d’alarme, en raison

Des pertes économiques importantes qui sont liées a leurs effets sur la santé de I’homme, sur la

productivité animale et sur le commerce national et international. La FAO estime que plus de

25 % des récoltes mondiales sont significativement contaminées par des mycotoxines

(Krska,2009).

L’ingestion d’aliments contaminés par les mycotoxines peut étre a ’origine de toxicités

aigués ou chroniques nommées mycotoxicoses. Cependant, les intoxications aigués sont rares,

spécifiqguement chez I'homme, en raison des faibles quantités pouvant étre ingérées avec des

aliments contaminés. Mais, I’intoxication chronique est souvent a craindre et ce, a cause de

I’effet cumulatif des doses fixées sur des organes cibles, tels que le foie ou le rein (Leclerc et

al.,2005).

Les mycotoxines sont présentes dans toute une série de produits de I'alimentation

humaine et animale et provoquent de nombreuses maladies chez I'hnomme et I'animal (Mayer,

1953 ; Coker, 1997).
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Les effets toxiques sont de nature variée (tableaull). Certaines toxines exercent un

pouvoir hépatotoxique (Aflatoxines), d’autres se révélent Oestrogéniques (Zéaralenone),

Immuno/Hématotoxiques (Patuline, Trichothécénes, Fumonisines), Dermonécrosantes

(Trichothécenes), Néphrotoxiques (Ochratoxine A) ou neurotoxiques (toxines Trémorgenes).

Certaines mycotoxines sont reconnues ou suspectées d’étre cancérogenes (Afssa , 2006).

Tableau 12: Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes d'action cellulaires
et moléculaires identifiés expérimentalement (Afssa, 2006)

Toxine

Effets

Mécanismes d’action cellulaires et

moléculaires

Aflatoxine B1 + M1

Ochratoxine A

Patuline

Trichothécénes (Toxine

T-2, DON, ...)

Zéaralénone

Fumonisine B1

HépatotoxicitéGén
otoxicité
Cancérogenicite
Immunomodulation

NéphrotoxicitéGén
otoxicitélmmunom
odulation

Neurotoxicité
Mutagenése in vitro

Hématotoxicitélm
munomodulation
Toxicité cutanée

Fertilité et
Reproduction.

Lésion du systéme
nerveux central
HépatotoxicitéGéno
toxicitélmmunomod
ulation.

Formation d’adduit a I’ADN Peroxydation
lipidique Bioactivation par cytochromes P450
Conjugaison aux GS-transférases.

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

Inhibition indirecte d’enzymes.

Induction de I’apoptose sur progéniteur
hématopoiétique et cellules immunitaires
Impact sur la synthése des protéines Altération
des immunoglobulines.

Liaison aux récepteurs
cestrogéniquesBioactivation par des

réductases Conjugaison aux glucuronyl
transférases.

Inhibition de la synthese de céramide Altération
du rapport sphinganine/sphingosine Altération
du cycle cellulaire.
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La partie microbiologique de ce travail a été reéalisee au niveau de laboratoire
pédagogique de microbiologie dans I’université d’Ain Temouchent. Cette partie a été effectué

sur les échantillons de départ prélevés au niveau des boulangeries de la ville.

Quant aux données « input » utilisées pour la simulation de croissance ont été collectées

de différents boulangeries de la ville de Ain Témouchent.

2.1.Description de la région d’étude:

La wilaya d’ Ain Témouchent, issue du découpage administratif (Figure 15) de 1984, est
située au carrefour de trois grandes wilayas qui sont : Oran, Sidi Belabbes et Tlemcen. Elle est
limitée au nord par une bande cotiere de 80 Km, composée de 08 dairas et 28 communes avec
une superficie de 2376,89 Km?,

Sa principale vocation est 1’agriculture avec une surface agricole utile de 181.000

Hectare représentant prées de 73 % de la superficie globale de la wilaya.
2.2.Prelevement de Farine boulangere:

Les points de prélevement ont été repérés suivant la méthode aréolaire décrite. Cette
méthode consiste a repérer des zones de prelevement sur une carte de la ville d’Ain
TémouchentEnsuite, les zones repérées était visité en prélevant des échantillons des
boulangeries disponibles dans la zone concernée. En effet, soixante-quatre (64) échantillons de
la farine boulangere ont été préleves de facon aléatoire a partir de 03 boulangeries (A, B et C)
durant un mois du 05/01/2022 au 04/02/2022 (Tableau 12). Une fois les prélévements étaient
effectués, les échantillons ont été transféré, a la température ambiante, au laboratoire

pourl’analyse.
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Figure 13: Localisation géographique de région d*Ain Témouchent

Tableau 13: Distribution des prélévements de la farine boulangeére, ville d*Ain témouchent .

Lieu du prélevement Nombre d’échantillon

A 26 F1, F3, F4, F5
B 26 F2, F5

C 12 F3

2.3.Isolements et dénombrement des flores fongiques:

La méthode de dilution consiste a dénombrer les moisissures des farines de blé. Elle a
été réalisée suivant le protocole décrit par la norme algérienne relative a I’analyse de produit
dont I’activité d’eau est inférieure a 0,95.11 consiste a suspendre une masse de 0,1 g de chaque

échantillon de la farine dans 1’eau physiologique puis homogénéiser au vortex.
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Ensuite, un volume de 1 mL de la suspension obtenue (qualifié dilution 0.1 : 10%) est prélevé
avec une pipette stérilisée puis mélangée avec 9 mL de I’eau physiologique afin d’obtenir une
dilution de I’ordre de 102 Puis, un volume de 1mL de chaque dilution est étalé en surface dans
deux boites de Pétri contenant le milieu de culture « DG18 : cfAnnexe», additionné de
I’antibiotique oxytétracycline (delOmL) et 10 mL d’une solution de (ZnSO4.7H.0) et de
(CuSO4 ,5H,0). Cette derniere était préparée par la dissolution de 1g et de 0,5 g de
(ZnS04.7H20) et de (CuSOs ,5H20) respectivement dans 100mL d’eau distillé suivi d’une
stérilisation a 1’autoclave. Ces €¢lément traces sert a identifier les moisissures. Quant a 1’ajout
d’antibiotique sert a inhiber les bactéries omniprésentes. En fin, les boites de Pétri ont été

incubées a la température de 25 °C pendant (5) jour.

Echantillon de farine

1gd’échantillon+eauphysiologique Dilution décimale

Ensemencement

// \\
-

Incubation se fait a 37°C

ImL

pendant 5 a & jours

Figure 14:Schéma récapitulatif des étapes de la recherche et dénombrement de moisissures
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2.4.Purification des isolats :

Pour obtenir des isolats purs, des observations quotidiennes ont été effectuées des
I’apparition d’une colonie. Chaque colonie développée a été prélevée puis repiquée a 1’aide
d’une anse de platine stérile, au centre de boite de Pétri contenant un milieu PDA. Ensuite, les
cultures étaient incubées a 25 °C. Comme était montré par Guiraud (2003), en cas de
contamination par une autre souche fongique, la purification des souches a été effectuée par le
repiquage des disques des moisissures au centre de boite contenant le méme milieu et dans les

mémes conditions d’incubation jusqu’a I’obtention des souches pures.

2.5. Identification des espéces macroscopique et microscopique:
> ldentification macroscopique:

L’identification macroscopique des isolats a été d’abord réalisée a 1’ceil nu, en se basant
sur les critéres suivants (texture, couleur de thalle, couleurs du reverse, présence d’un pigment,

et la taille).
» ldentification microscopique:

L’identification microscopique des isolats a été¢ basée sur 1’aspect morphologique des
cellules en basant sur le guide taxonomique de Pitt (1979).A cet effet, les frottis étaient prépares
par la technique de scotch. Elle consiste a adhérer a ’aide d’un bout de scotch une fraction de
la colonie puis la coller sur une lame. Les observations microscopiques sont effectuées au

grossissement x10, x40 et x100 a I’aide d’un microscope optique.

2.5.Mise en évidence de pouvoir mycotoxinogene:

2.5.1. Détection visuelle de la production mycotoxine:

Dans des conditions d’asepsie, les souches sont réensemencées sur des boites de Pétri
contenant le milieu de culture CEA pour pouvoir rechercher la capacité de ces souches a
produire des mycotoxines. Les boites de Pétri sont incubées a 25°C durant 5 a 7 jours. La
présence des mycotoxines est détectée par fluorescence UV a 365 nm. La partie de la gélose

qui développe une fluorescence verte signifiant la présence des mycotoxines.
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2.5.2. Détection de production de mycotoxine dans le milieu YES :
Les isolats fongiques ont été cultivés sur le milieu YES (YeastExtract Sucrose). Elle
consiste a verser 50 mL de milieu dans des flacon, puis les repiqué par une un fragment des

isolats testés. Les cultures étaient incubées a 27 °C pendant 14 jours.

Apres 14 jours d’incubation, la biomasse formée est éliminée en filtrant le milieu YES
a travers du papier filtre type Wattman. Les filtrats obtenus sont additionnés & 100 mL de
chloroforme. Le mélange était agité pendant 10 minute sous une haute puis laissé décanter en
utilisant une ampoule a décantation. La phase chloroformique (inferieure) contenant les

mycotoxines était récupérée dans un erlenmeyer de 250 mL.

La phase chloroformique a été concentrée par évaporation sous vide a I’aide d’un
évaporateur rotatif. Apres le séchage, ’extrait a €té remis dans un flacon en verre parafilmé

pour des analyses ultérieures par CCM.

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode de base qui permet une
séparation efficace des mycotoxines et leur identification avec une bonne précision. Elle se fait
sur une plaque de gel de silice. Aprés activation de la plaque a 120°c pendant 30 min, deux
traits ont été effectués a environ 1,5 cm du haut et en bas de la plaque, sans appuyer et sans y
laisser ses empreintes. Ces traits sont appelés ligne de dépot et d’arriver. Ensuite, un volume de
10uL puis 20 puL de chaque échantillon étaient déposés a I’aide d’'une micropipette. Apres
dépbt des échantillons, la plaque CCM a été trempée dans un mélange de solvant d’élution
constitué, dans une cuve, de toluéne, acétate d’éthyle et ’acide formique de volume (5 :4 :1)
respectivement (Multon, 1982). Apres migration, la plaque est examinée sous la lampe a UV a
une longueur d’onde de 365nm. La révélation des mycotoxines se traduisent par

unefluorescence.
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Figure 15: Schéma récapitulatif de I'étude expérimentale.
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2.6. Effet des conditions de stockage de la farine sur la croissance demoisissure

L’effet de conditions de stockages (temps et température) a été¢ estimé pour les deux
mois plus froid (Janvier) et plus chaud (Aout) pour I’année 2022. Puisque 1’ensemble des
boulangeries, stockent leur farine a la température ambiante, les données de la température ont

été collecté de la météos (Météo Ain Temouchent, Prévisions de 10 jours Ain

Temouchent,Algérie Météo (dzmeteo.com)pour la ville de Ain Témouchent. Quant au temps
de stockage a été également collectés de boulangeries (Tableau 13).

Le Tableau 13 montre la méthodologie de la simulation de I’évolution de concentration
de moisissures en fonction de conditions de stockage. La simulation de Monte Carlo a été réalise

a l’aide de logiciel @risk version5.
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Matériels etMéthodes

Tableau 14: Méthodologie, variable et distributions utilisés pour I'estimation de concentration de moisissure durant le stockage de la farine .

Variable Symbole Distribution

Contamination initiale de la farine boulangére

Concentration de moisissures Co RiskDuniform(Nj :Ngs3) Dans cette étude
(UF)/échantillons
Nombre des échantillons contaminé - N Dans cette étude
Nombre des échantillons non contaminé - C Dans cette étude
Prévalence de moisissures P RiskBeta(n+1 ;c+1) Dans cette étude
Dis_tr_ibution de la concentration de DO CoxP Dans cette étude
moisissures
Croissance de moisissure durant le stockage chez la boulangerie
Température de challenge test (°C) T°C 20 Dans cette étude
Temps de latence (jour) & 25°C Aaoc Equation 1 Dans cette étude
Taux de croissance (jour?) a 25°C Mao°c Equation 1 Dans cette étude
Température cardinale minimale Tmin RiskDuniform(-9.1;.......... ;-35,4) : 29valeurs Nguyen Van Long et al.
(2021)
Température cardinale maximale T max RiskDuniform(29;..........;30,3) : 29valeurs
Température cardinale optimale Topt RiskDuniform(23;..........;28,5) : 29valeurs
Distribution gamma température YTc L (r-r,.F(r-r.) Ziane et al. (2019)
T, T T, - T T -, - T+ T, 2T
Taux de croissance optimum Hopt Mosec /y25°c Ziane et al. (2014)
Température de stockage (°C) T°C Janvier : 13.6 Ziane et al. (2021)
Aout : 27,5
Temps de latence a la température de stockage ~ Arec Moo X0 o /o) Ziane et al. (2019)
Taux de croissance a T°C Hrec Ogen X Moon@oooon) Ziane et al. (2019)
Temps de stockage (jour) T RiskPert(10 ;12 ;15)
Concentration finale de moisissure dans la farine
Proportion des moisissures mycotoxinogéne Pmyco RiskUniform(0 ;1) Dans cette étude
[Mycoflore] Pmycox DO x exp(prc X t) Dans cette étude
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Résultats etdiscussions

3.1. Contamination totale:

L’analyse de 64 échantillons de farine prélevé des boulangeries de Ain Temouchent ont
montré que 62 echantillons sont contaminés. Cette contamination représente un taux de
contamination d’environ 96,87%(Tableaul4).

Ces résultats sont similaires aux résultats obtenus par Moreau (1970), Al-Defiery et
Merjan (2015), Halt et al. (2004), Graves and Hesseltine (1966). La présence des moisissures

dans la farine peut étre due aux plusieurs facteurs a savoir :

v La contamination de la matiére premiére « blé tendre »;
v" Les conditions d’hygiéne insuffisantes qui pourraient constituées 1’une des voies
de contamination;
v’ La formation des résidus de diverses origines dans les machines utilisées durant
le processus de fabrication, stockage et la distribution duproduit.
Ces hypothéses ont été proposées et confirmés également par Boulal et al. (2011),
Rezazadeh et al. (2013), Zebiri (2020).

Tableau 15: Concentration fongique dans les échantillons analysés

Nombre des Prévalence Concentration fongique : log (UF/g)
échantillons (%) Minimum Maximum Moyenne Médiane
64 96.87 1.301029996 12.88536122 4.741346006 4.62

3.2. Identification des isolats fongiques:

Aprés isolement, 137 isolats ont été obtenus. Ils sont subis a une identification
phénotypique basé sur 1’observation microscopique d’un frottis d’une culture de (cultures de
05jours). L’identification est basée seulement sur I’identification microscopique car I’aspect
macroscopique est variable en fonction de milieu de culture non spécifique. Les caractéres
macroscopique et microscopiques sont illustrés sur le Tableau 15.

L’identification microscopique a abouti au recensement de 8 genres avec des taux de
contamination variable. Le taux de contamination des especes fongiques est compris entre une
moyenne de 1,88% et 2,65%, dont le maximal est entre 1,30% a 2 ,20% et minimum entre
2,20% et 4,60%.
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Résultat etdiscussions

Les plus élevée était de 46,9% pour Penicillium ssp, suivi par Exophialaspp (40,6%),
Aspergillus spp (34,2%), Aureobasidiumspp (20,31%), ,Microsporiumspp (12,5 %), , Mucor
spp(9,37%) et Trichodermasppet Chladosporuimspp(3,1 %) (Figure 27).

La contamination fongique de la chaine alimentaire, inévitable et imprévisible, peut se
produire au champ, pendant la récolte et au cours du stockage et la transformation industrielle
des denrées alimentaires (European Commission Report, 1999).

Lors de la contamination du blé, les paramétres régulant la croissance fongique et
permettant la production de toxines sont nombreux. On cite principalement la charge initiale
en mycoflore, la présence de grains brisés, le taux d’humidité relative élevé, le pH et la
température de stockage des grains (Zia-Ur-Rahman, 2006).

Les taux de contamination fongiques enregistrés dans notre étude sont tres élevés. Ils
peuvent étre expliqués probablement par la présence de conditions propices a leur croissance.
Ce reésultat est en accord avec celui obtenu par (NaoufalTahani, 2007).

Les pays du bassin méditerraneéen, en raison de leurs conditions climatiques, en
particulier la température et I’humidité, constituent des zones a risque pour la contamination en
mycotoxines (Miraglia et Berera., 2000 ; Beretta et al.,2002 ; Filaliet al., 2001 ; Zineddineet
al ., 2006).
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Résultats etdiscussions

Tableau 16: Aspects macroscopique et microscopique des champignons filamenteux isolés de
la farine de blé collectés de boulangeries d'Ain témouchent

N° Aspect macroscopique Aspect microscopique

Aspergillus sppB 11

PenicillumsppB5

ExophialasppB18

ChladosporuimsppB53
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Résultat etdiscussions

Tableau 16 : Aspects macroscopique et microscopique des champignons filamenteux

isolés de la farine de blé collectés de boulangeries d’Ain Temouchent (suite).

N° Aspect macroscopique  Aspect microscopique

TrichodermaspB19

AureobasidiumspB32

Microsporiumspp

Mucor sppB12




Résultats etdiscussions

M Exophialaspp

Prévalence

i
20.3125

H microsporiumspp M aspergilusspp M penecilliumspp

M trichodermaspp B mucorspp

H chladosporuimspp Eaureobasidiumspp

Figure 16: Représentation graphique de la distribution des genres fongiques dans les

échantillons analysés

Tableau 17: Taux de contamination des principaux genres fongiques identifiés dans cette

étude.

Les genres

Prévalence Moyenne  Minimum Maximum  Médiane

Exophialaspp
Microsporiumspp
Aspergillus spp
Penecilliumspp
Trichodermaspp
Mucor spp
Chladosporiumspp

Aureobasidiumspp

2,36
2,45
2,12
1,88
2,65
2,02
2,11
2,12

1,30 3,20
1,60 3,53
1,30 3,66
0,00 3,26
2,20 4,62
1,60 2,30
1,30 3,15
1,30 3,00

Les espéces fongiques identifiées sont : Penicillium ssp, Exophialaspp , Aspergillus ,

Aureobasidiumspp ,Microsporiumspp, Mucor spp, Trichodermaspp et Chladosporuimspp.
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Nos résultats montrent une dominance aux genres Penicillium, suivi de celui d’Exophiala.
Comparativement avec les études de Bahobail (2016), qui a effectué un examen mycologique
sur deux farines de blé allemandes et sur plusieurs farines dans un supermarché local en
Egypte. Les genres les plus dominants étaient Aspergillus suivis par Penicillium. Cette
différence peut étre expliquée par la durée de stockage, le climat, I’origine des farines et sa
composition chimique (La teneur en eau des farines est un parametre important pour sa
conservation) et la période de prélevement.

Selon Moreau (1970) ;Potu et Suche, (1989) dans toutes les farines et dans la plupart
des conditions de stockage, ce sont les champignons des genres Aspergillus et Pénicillium qui
prédominent et cela déduit que la contamination est lors du stockage.

Selon Benmansour, (2005), les moisissures de stockage sont capables de croitre sur
des substrats contenant 10 a 18% d’humidité, avec un optimum de croissance compris entre 11
et 13 %. (Multon et Berthier, 1982), indiquent que ce développement fongique est favorisé par

la relation entre la température etl’humidité.

3.3. Détection de la production de mycotoxine

3.3.1.Le milieu CEA:
Afin de détecter la présence des mycotoxines, un nombre total de 22 sur 136 isolats a

été sélectionnée puis cultivés sur le milieu CEA (annexe 2). Aprés révélation sous la lumiére
UV a une longueur d'onde de 365 nm, les résultats ont montré zone fluorescente de couleur vert

qui démontre la présence les mycotoxines (Figure 28).

3.3.2.Détection de production de mycotoxine par chromatographie sur couche mince
(CCM) :
L’extraction des métabolites secondaires au niveau de substrat de farine de blé réalisée

par les solvants organiques, leur séparation a été faite sur la chromatographie sur couche mince
(CCM) avec une révélation par radiation des UV a une longueur d’onde égal de 365 nm. D’apres
les résultats, nous constatons la présence des spots fluorescents de couleur bleu (Figure 29),

cela nos confirme la présence desmycotoxines.
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Culture desisolats

Sous UVa une
longueur d'onde de
365 nm

Figure 17: Révélation visuel de la production de mycotoxine sur le milieu YES. a) Penicillium
F1, b) Aspergillus F20.

Figure 18: Chromatogramme (CCM) de détection de mycotoxine dans le milieu YES.
Fluorescents de couleur bleu.1 :Penicillium F1, 2 :Penicillum F10, Aspergillus F15,
4 :Aspergillus F4.
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Le milieu PDA nous a donné une croissance variable et cela explique que la composition de ce
milieu est le plus favorable pour la croissance des souches fongiques tel que rapporté par
I’organisation européenne et méditerranéenne pour la protection des plantes (OEPP, 2003;
Gueye,2016).

Le milieu PDA utilisé au cours de cette étude a été décrit par plusieurs auteurs pour la
purification des moisissures contaminants les aliments (Gacem, 2011 ; Azzoun, 2012).

L’apparition de la fluorescence autour des colonies fongique cultivées sur le milieu CEA
apres leur examination sous UV, est un indicateur positif pour les souches fongiques
productrices des mycotoxines, ce qui est en accord avec les travaux de Lemkeet al.,(1989).

L’utilisation du milieu CEA est certainement avantageuse dans la présente enquéte car
La surface du milieu est tres absorbante de la lumiére UV et constitue un arriére-plan efficace
pour détecter les zones fluorescentes entourant les colonies.
Nos résultats mycotoxicologique obtenues aves la chromatographie sur couche mince
démontrent donc, que nos isolats étaient producteurs des mycotoxines, ce qui concorde avec les

travaux de (Benmansour-Brixi, 2005 ; Amrouche, 2007).

3.4. Croissance des flores fongiques :

Nos souches ont été cultivées sur milieu PDA (Annexe 1), afin de mettre en évidence
leurs capacités a se développer et d’apprécier leur vitesse de croissance. Les valeurs moyennes
obtenues de la croissance de I'ensemble de chaque groupe de champignons sont résumées dans
le tableau suivant. Les cinétiques de croissance ont ¢&té ajusté a l'aide de
modéledeBaranyietRoberts(2004).1lmontreunbonajustementavecdeR?compriseentre
0.90 a 1. Les isolats testés montrent des capacités de croissance différentes renseignées par le
temps de latence (jour) et taux de croissance prec (jour™). En effet, les temps de latence et pirec
s’étalent entre [1.55 a 3 jours] et [0.9 a 21 jours™] respectivement. Les résultats montrent que
les paramétres de croissance dépendant de la souche (Tableau 17). En effet, une variabilité a
été constaté au sein de méme genres. Par ailleurs, les moisissuresmycotoxinogene (Aspergillus
&Penicillium) présentaient des temps de latence (Atec) et taux de croissance (prc) intermédiaire

par rapport aux autres isolatstestés.
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Tableau 18: Valeurs de la croissance des champignons ..

Moyenne | Médian | Maximum

logRo 0,083 0,016 0,401
l0gR max 0,378 0,285 3,022
lag (1) 1559 | 1,812 3,167

Hrmax 3,285 2,613 21,651

3.5. Effet de condition de préparation de pain sur croissance de moisissurestestés

L’évolution de la concentration moisissure durant la préparation de pain est simulé en
tenant compte de donnees collectées de différentes boulangeries de la région de Ain
Témouchent. Le Tableau 18 montre les résultats de la simulation de I’effet de condition (temps
et Températures) sur la croissance des moisissures testés. Les moisissures prises en
considération seulement les moisissures toxinogénes. Les résultats sont synthétises dans le
Tableau 18. Les résultats ont montré que aucune préparation de pétrins n’accéde la valeur seuil
(4 log) durant le mois d’Aout contrairement au mois de Janvier. Cela est di a la température

favorable a la croissance demoisissures.

Tableau 19: Résultats de la simulation de Monte Carlo.

Janvi Aout

er

Concentration initiale des moisissures : D (UF)
Médiane 2.8
99 4
Concentration finale des moisissures mycotoxinogéne [Mycoflore]
Médiane 2 1.79
Nombre de pétrin > 4* log UF 0.16 0
2

* M régi par le tableau de sp2cification microbiologique de 2 Juillet2017.
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Le travail que nous avons mené porte sur 1I’étude de la flore fongique potentiellement
productrice des mycotoxines dans la farine de blé .Pour répondre a cet objectif , 64 échantillons
ont été préleveés a partir des boulangeries de la région de Ain Temouchent , puis analysé au
niveau du laboratoire pédagogique de microbiologie dans I'université d’Ain Temouchent.

Au cours de cette étude, les resultats de denombrement ont démontré 137 isolats. , avec
un taux de contamination de 96,6% .L’identification de ces souches a relevé une biodiversité
de contaminants fongiques les plus fréquentes ; Penicillium spp, Exophialaspp, Aspergilusspp
, Mucor spp, Aureobasidiumspp, Chladosporiumspp, Trichodermasppet Microsporiumspp.Le
genre Penicillumsppest le plusdominant.

La recherche des mycotoxines sur les isolats cultivés sur le milieu CEA et I’analyse par CCM
s’est révélée positive. Cela confirme que ses souches sont productrices de ces métabolites
secondaires.

Au regard des résultats obtenus, nous avons noté que le taux de contamination fongique
est tres €leveé. Pour cette raison, il trés important pour I’industriel du domaine agro alimentaire
de développer des stratégies efficaces pour limiter I'impact des mycotoxines sur la santé
humaine et animale .I1 s’agit d’une part de limiter la contamination des produits par les
moisissures a tous les stades de la chaine de production (culture au champ, récolte, stockages,

transformation).

LES PERSPECTIVES :
Pour une bonne conservation de la farine nous préconisons :

> Le stockage des farines boulangéres dans un endroit aéré et non humide qui permettrait
une bonneconservation.

» D'éviter I'entreposage des sacs de farines tas car cela entraine un dégagement de chaleur
humide qui peut détériorer la qualité organoleptique, nutritive et un développement
fongique incontrolé.

» A ne pas négliger en aucun cas l'étude sérieuse de l'aménagement des locaux
(construction éventuelle de cloisons pour éviter les vols de farines, 1égere surpression
dair dans les pieces dans lesquelles on veut éviter les contaminations venues de
I'extérieur, etc.) et leur hygiéne stricte (nettoyage des sols et des parois, désinfection

réguliére de I'atmospheére par des fuméesfongicides).
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Résume

Les moisissures sont des contaminants fréquents de nombreux substrats végétaux. Leur

Présence peut améliorer les qualités organoleptiques du produit, au contraire, ’altérer et

Conduire a I’accumulation de métabolites secondaires toxiques : les mycotoxines.

L’objectif de ce travail est de rechercher e dénombrer et identifier les moisissures de Farine de blé
tendre, Evaluer leur pouvoir producteur des mycotoxines ainsi que leurs caractéristiques de
croissance. Un total de 64 échantillons a été prélevé partir de 3 Boulangerie de la région d’Ain
T’émouchent pour étre étudié.

L’étude de la microflore de farines analysées a montré que le taux de contamination est élevé.

137 isolats fongiques ont été obtenus et identifiés par étude macroscopique et

microscopique, ils appartiennent 8 genres : Aspergillus, Pénicillium, Exophiala, Microsporium

, Trechoderma , Cladosporium,mucor ,Aureobasiduim. Avec une dominance des genres Aspergillus
et Penicilluim L’analyse des farines de blé tendre par CCM a révélé la production de mycotoxines.
En plus ces isolats ont montré une capacité de croissance qui peut accompagner de la production
de mycotoxine.

Mots clés : Farine de blé tendre, moisissures, mycotoxines, Aspergillus, Pénicillium, CCM.

Abstract

Molds are frequent contaminants of many plant substrates. TheirPresence can improve the
organoleptic qualities of the product, on the contrary, alter it andLead to the accumulation of toxic
secondary metabolites: mycotoxins.

The objective of this work is to research, count and identify soft wheat flour molds, evaluate their
mycotoxin-producing power and their growth characteristics. 64 samples were taken from 3
bakeries in the AinT'emouchent region to be studied.

The study of the microflora of the flours analyzed showed that the rate of contamination is high.
137 fungal isolates were obtained and identified by macroscopic study andmicroscopic, they
belong to 8 genera: Aspergillus, Penicillium, Exophiala, Microsporium, Trechoderma,
Cladosporium, mucor, Aureobasiduim. With a dominance of the genera Aspergillus and
Penicilluim The analysis of soft wheat flours by TLC revealed the production of mycotoxins. In
addition, these isolates showed a capacity for growth which may accompany the production of
mycotoxin.

Keywords: Soft wheat flour, moulds, mycotoxins, Aspergillus, Penicillium, CCM
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Les milieux de culture utilisée :

Le tableau 18 : présent les principaux milieux de cultures utilisées dans nos analyses de farine
boulanggres, il s’agit des milieux

Tableau 18 : compositions des milieux de cultures utilisées dans nos analyse

Gélose dichloran a 18 (concentration en masse) de glycérol (DG18) :

Digestat enzymatiquede caséiine 5¢
D-Glugose(C6H1206) 10g
phosphatemonopostassique(KH2PO4) 1g
Sulfate demagnésium(MgSO4H20) 0,59
Dichloran(2,6-dichloro-4nitro-aniline) 0,002 g
Geélose 12g a 159
I’eaudistillé 1000 mi

stérilisation a 121°C par autoclavage pendant 15 minutes

Milieu YES ( Yeast Extract Sucrose )

Sucrose 40 ¢
Extrait de levure 20g
Eau distillé 1000ml

stérilisation a 121°C par autoclavage pendant 20 minutes

Milieu PDA (Patatoes Dextrose agar)

Pda 200g
Eaudistillé 1000ml




CEA : Coconutextract agar

Noixdecoco 100 g
Eaudistillé 1000ml
Agar 07g

Vésicule biliairede poulet

incube le mélange durant 15 minutes a 121°C.

CEA:

Cents gramme de la noix de coco déchiquetées sont homogénéisés avec 1000ml d’eau distillé
dans un bécher, puis chauffé sur une plaque chauffante, arrive a I’ébullition, on filtre notre
mélange et I’on verse dans la bouteille stérilise, puis on addition 7 g d’agar et 20 ml de
I’estomac de poulet. On incube le mélange durant 15 minutes a 121°C.

Matériels :
Micropipette
Lame

Boite de pétri
Bécher

Anse de platine
Pince

Tube a essai
Pipette graduée
Flacon

Pissette



Burette+support
Support de tube a essai
Appareillage :
Microscope optique
Plagque chauffante
Balance bec benzen
Incubateur
L’autoclave

Agitateur

Bain marie

Chromatographie couche mince ( ccm).
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