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Introduction

La sécurité sanitaire des aliments, dont la qualité microbiologique est une composante
essentielle, représente un enjeu considérable sur le plan du commerce international, elle est tres
souvent invoquée pour renforcer les barrieres aux importations. De plus, elle a un réle évident

a jouer dans la prévention des maladies d’origine alimentaire (Larpent et al., 2001).

Comme ailleurs, la population algérienne consomme de grandes quantités de fruits a
coques directement ou sous forme d’ingrédients dans des préparations traditionnelles préparées
pendant les festivités notamment au cours du mois de Ramadan et des festivités (baptéme,

circoncision, mariage...) (Matmoura et al .,2019).

Les fruits a coques contiennent des nutriments riches donc sont trés vulnérables et
propices a des contaminations par des champignons toxinogénes en raison de mauvaises

conditions ; météorologiques, environnementales et du stockage (Marie-paule, 2003).

Les moisissures constituent un agent de détérioration trés important. Ils sont
omniprésents dans la nature et possedent un arsenal enzymatique tres varié, ce qui leur permet
de croitre sur divers substrats (Gacem et al., 2012).En effet, leurs développement indésirable
peut modifier 1’aspect des produits alimentaires (production de pigments foncés comme la
mélanine), et les caractéristiques organoleptiques, (Castegnaro et Pfohl-Leskowicz, 2002). Par
ailleurs, certains champignons toxinogénes, peuvent produire des métabolites secondaires lors

de leur croissance sur 1’aliment dites mycotoxines (Bennett et Klich, 2003).

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires, toxiques, excrétées par certaines
moisissures qui se développent sur divers produits agricoles sous des conditions
environnementales particuliéres (Krska, 2009). Elles ont selon leurs structures chimiques des
effets immunodépresseurs, hémorragiques, hépatotoxiques, néphrotoxique, neurotoxiques,
ostrogéniques ainsi que, a plus long terme et pour certaines, des effets mutagénes et

cancérigenes (Cahagnier et al., 1998).

Dans les pays industrialisés, des normes strictes sur les produits importés ont été
adoptées pour cerner les problémes engendrés par ces substances. Tandis que les pays en

développement ne sont pas encore protégés contre les aliments contaminés (Canadas, 2006).



Introduction

Dans cette optique, s’inscrit I’objectif de notre travail qui se focalise sur « une

contribution a I’é¢tude mycologique des fruits a coque commercialisés a Constantine ».

Cette étude, repose sur plusieurs points importants : (i) L'isolement des souches
fongiques a partir de différents fruits a coque, commercialisés & Constantine ; (ii) La

purification et I’identification des isolats obtenus ; (iii) L’analyse des résultats obtenus.
Ce manuscrit est structuré comme suit :

» La premiere partie de notre travail est consacrée a la description de données
bibliographiques relatives aux champignons d’une maniére générale, aux
champignons mycotoxicologique et finalement aux fruits a coque et leur
importance.

» La seconde partie est consacrée au travail expérimental et est basé sur les
différentes techniques utilisées, suivie d’une autre partie exposant, comparant et
discutant les résultats obtenus.

» Laderniere partie est une conclusion générale cléturant notre travail.



Revue
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Revue bibliographique

I. Revue bibliographique

I.1. Les fruits a coque

1.1.1. Définition

Les fruits a coque (communément appelés « noix ») font partie de I'alimentation
humaine depuis la préhistoire. Ils constituent un groupe alimentaire indépendant. Selon la
définition botanique, une noix est simplement un fruit séché avec une graine (rarement deux)
dans laquelleles parois de l'ovaire sont tres dures (pierreuses ou ligneuses) a maturité, et la
graine est libre ou libre dans la paroi ovarienne. Cependant, le mot «noix» est communément
utilisé pour désigner n'importe quel gros noyau huileux dans une coquille qui peut étre
consommé commenourriture tels que ; les amandes, les noix du Brésil, les noix de cajou, les
noisettes, les macadamia, les arachides, les noix de pécan, les pignons, les pistaches et les noix.
Bien que lesarachides soient classées en tant que Iégumineuses, en raison de leur composition
nutritive similaire et de leurs avantages prouvés pour la santé cardiovasculaire, elles sont

généralement considérées comme une noix (Rojas et al., 2005) (Figure 1).

Figure 1 : fruits a coque (noix) (Anonyme 1).

1.1.2. Caractéristiques alimentaires des fruits a coque

Les noix sont couramment consommées dans le régime méditerranéen, et leur
consommation a été recommandée aux populations du monde entier (Corella, 2014). Les noix,
telles que les amandes, les noisettes, les noix de cajou, les noix du Brésil, les macadamias, les
noix et les pistaches, les cacahuétes, sont des aliments riches en nutriments ayant chacun une
composition unique. En général, ces aliments contiennent des acides gras monoinsaturés

(AGMI) et des acides gras polyinsaturés (AGPI) ; protéine ; les fibres solubles et insolubles ;
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les vitamines E et K ; folate ; la thiamine ; tels que le magnésium, le cuivre, le potassium et le
sélénium ; et des substances telles que les caroténoides xanthophylles, les antioxydants et les
composés phytostérols (Tableau 1), avec des avantages reconnus pour la santé humaine (Souza
et al., 2015).

Tableau 1 : Composition nutritive des noix (pour 100 g de noix brute) (Souza et al., 2015).

Amande Noix de cajou | Arachide Noix
Calories 576 533 567 654
Eau (g) 4.4 5.2 6,5 4,1
Matiere grasse (g) 49,9 43.9 49,2 65,2
AGMI (g) 3,8 7,8 6,3 6,1
AGPI (9) 31,6 23,8 24,4 9
AGS (9) 12,3 7,8 15,6 47,2
Protéine (g) 21,2 18,2 25,8 15,2
CHO (g) 21,6 30,2 16,1 13,7
Fibre (g) 12,5 33 8,5 6,7
Ca (9) 269 37 92 98
Mg (mg) 270 292 168 158
Na (mg) 1 12 18 2
K (mg) 733 660 705 441
P (mQg) 481 593 376 346
B-carotene (ug) 1 0 0 12
a-caroténe (ug) 0 0 0 0
Phytostérols (mg) 197 151 Na 110,2
Total phénols (mg) 287 137 406 1567
Vitamine E (mg) 25,6 0,9 8,3 0,7

CHO, hydrates de carbone ; AGMI, acides gras monoinsaturés; AGPI, acides gras polyinsaturés; AGS,
acides gras saturés.

1.1.3. Avantages des fruits a coques pour la santé

Les études épidémiologiques et/ou cliniques ont suggéré que la consommation réguliere
de noix avait un impact bénéfique sur la santé, comme l'obésité, I'nypertension, le diabéte et les
maladies cardiovasculaires, avec diminution des médiateurs de maladies chroniques telles que
le stress oxydatif, I'inflammation, l'adiposité viscérale, I'hyperglycémie, la résistance a
I'insuline, la dysfonction endothéliale et le syndrome métabolique (Blanco et al., 2014). En
effet, quatre études prospectives menées aux Etats-Unis ont rapporté un effet bénéfique de la
consommation de noix sur l'incidence des maladies coronariennes (cardio-vasculaire) aprés un

suivi allant de six a 18 ans de sujets précédemment en bonne santé. Les études ont montré que
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comparativement aux individus qui consommaient rarement ou jamais de noix, ceux qui
consommaient des noix deux fois ou plus par semaine avaient 47% moins de risque de mort

cardiaque subite (Rose, 2010).
1.1.4. Stockage des fruits a coque

Apreés la récolte, les fruits secs contiennent naturellement des espéces phytopathogénes
provenant du champ, qui peuvent ou non survivre au processus de séchage. Lorsque leur activité
hydrique (Aw) dépasse cependant 0,65, les fruits secs deviennent sujettes a la putréfaction par
certains agents pathogenes fongiques post-récolte, notamment les Aspergillus xérophiles
(vivant dans des milieux trés pauvres en eau). La présence de telles especes pourrait
compromettre la qualité des noix et étre la cause de graves problemes de santé pour les

consommateurs (Tournas et al., 2015).

Les fruits a cogques sont des aliments susceptibles d'infection fongique dans le champ et
dans des conditions de stockage inadéquates. Les noix endommagées par les charangons ou
mécaniquement pendant la récolte et le transport sont particulierement sujettes a I'invasion

fongique et a la pourriture (Nawar, 2008).

Plusieurs champignons sont capables d'infecter les noix en pleine croissance et de les
d'endommager. L'infection est souvent facilitée par le fractionnement précoce des coques qui
conduit a l'infestation par un certain nombre d'insectes hémipteres qui se nourrissent des noix
et servent de vecteurs non spécifiques pour les maladies (Sallam, 2007). Les champignons
saprophytes communs comprenant des especes d'Alternaria, Aspergillus, Cladosporium,
d'Eurotium Fusarium, Penicillium, Trichoderma, Ulocladium Epicoccum et de Rhizopus
(Michailides, 2006). Abdel-Gawad et Zoharii (1993) ont identifié un large éventail de
moisissures provenant de cing types de graines de noix pour laconsommationhumaine en Arabie
Saoudite. Denizel et al. (2006) ont signalé que la mycoflore externe dominante des pistaches
immatures de trois régions de Turquie était composée d'A. niger, A. flavus et de Penicillium
spp. lls ajoutent également que les noix stockés dans les entrepbts ont été largement contaminés

par A. flavus, A. niger et A. ochraceus (Nawar, 2008).

Les pluies tardives favoriseront I'activité de Botryodiplodia dothidea sur les coques et
les amandes des fruits secs. Comme les moisissures stockées dans les noix peuvent étre

dangereux, il est important de maintenir des conditions de stockage adéquates (en particulier
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une faible HR (humidité relative), absence d'eau stagnante pour éviter de graves problemes
(Michailides et al., 1995).

Les plus grandes menaces de infections post-récolte sont dues a Aspergillus flavus et A.
parasiticus. Le danger est particulierement grave car ces champignons peuvent produire des
aflatoxines. Dans leur étude des moisissures d'Aspergillus dans les pistaches californiennes,
Doster et Michalides (1994) ont signalé que plus de 99% des aflatoxines détectées étaient dans

des noix brisées précocement (Nawar, 2008).

Plusieurs produits chimiques ont été utilisés comme agents de conservation dans les grains
entreposés pour empécher la croissance de moisissures pendant le séchage ambiant. La vapeur
d'acide acétique (Ac) appliquée a 0,78 ml / kg a forte teneur en humidité des grains inoculés
avec des conidies d'A. flavus prévient efficacement la croissance fongique pendant 120 jours a
20°C (Nawar, 2008).

1.2. Généralités sur les champignons

Les moisissures sont des champignons filamenteux (Figure 2) qui ont des actions
bénéfiques mais aussi néfastes pour ’homme. Les aliments sont généralement des milieux tres
favorables a leur développement. Plusieurs moisissures notamment les genres Aspergillus,
Penicillium et Fusarium sont connues pour étre des contaminants des produits agricoles et/ou
pour leur capacité a produire des métabolites secondaires toxiques (Cahagnier et al., 1998 ;
Doyle et al.,1998 ; Meyer et al., 2004).

L’appareil vegétatif des moisissures est dépourvu de tiges, de racines, de feuilles et de
systéme vasculaire. Leur corps somatique (ou végétatif) est appelé thalle. Le thalle filamenteux
est formé par des hyphes (Nasraoui, 2015). Le mycélium peut différencier des organes forts
variés selon les groupes, spécialisés dans la multiplication et la dissémination, auxquels on

accorde la dénomination globale de spores (Bourgeois et al., 1989).
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Figure 2 : Quelgues champignons filamenteux (Dongmo et al. ,2017) .

1.2.1. Principales propriétés des Champignons

Les principales propriétés des champignons sont résumées dans le tableau 2.

Tableau 2 : Propriétés principales des champignons (Camille, 2014).

La morphologie

- Structure filamenteuse, hyphes ou filaments a paroi souvent

composeées de chitine, septes ou siphones (Figure 3).

- Especes dimorphiques avec une forme levure qui se multiplie

parbourgeonnement ou scissiparité (Camille, 2014).

La Croissance des hyphes

- Leur appareil végetatif (le thalle) est constitué des filaments
ramifies et cloisonnés que 1’on appelle des hyphes. Si la croissance est
suffisamment avancée, I’ensemble des hyphes constitue un mycélium

visible a I’oeil nu (Bourgeois et al., 1989).

Le Métabolisme

- Chimiohétérotrophe.

- Source de carbone et d’énergie : molécules carbonées organiques
suivant les especes, peuvent lyser des polymeres complexes grace a
des enzymes extracellulaires : cellulose, amidon, pectines, mais aussi

des protéines, des lipides... (Camille, 2014).

Le Métabolisme

spécifique

- Fabrication de métabolites fongiques toxiques (exotoxines)
appelées mycotoxines, ces molécules sont toxiques pour I’homme,
lesanimaux et méme les plantes (Camille, 2014).
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Habitats naturels et - Air, eaux, sols ....vivent en saprophytes ou parasites.
pathogénicité - Champignons pathogéne pour I’homme comme Aspergillus flavus,
A. nomius et A. parasitica connus pour leur production d’aflatoxine
(Guiraud, 1998).

- Matieres premiéres alimentaires, aliment... pouvant étre

contamineés par des moisissures toxinogénes (Camille, 2014).
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Figure 3 : Représentation schématique de I’hyphe (Decocq, 2011).

1.2.2. Laclassification des champignons

La classification des champignons est d’abord basée sur un mode de reproduction
sexuée ou phase téléomorphe. Ce critére définit quatre des cing groupes principaux : les
Chytridiomycétes, les Zygomycetes, les Basidiomycetes et les Ascomycétes. Certaines
moisissures sont le plus souvent ou exclusivement rencontrées a un stade de multiplication
asexuée, dit anamorphe. Ces organismes sont alors classés d’apres le mode de production des
spores asexuées ou conidies. Ces especes sont classées dans le cinquiéeme ordre, les
Deutéromycetes ou Fungi imperfecti (Boudih ,2011).

Chez les champignons supérieurs, au stade anamorphe le mycélium végétatif est formé
d’hyphes septés colorés ou non. Une cellule hyphale a parois épaisse donne naissance au
conidiophore. Celui-ci se termine par une vésicule qui peut étre de forme allongée (c’est le cas
d’Aspergillus), elliptique ou globuleuse donnant naissance aux cellules fertiles conidiogénes

portant les conidies. La zone fertile de la vésicule s’appelée stérigmate, peut étre unisérié
(Damien, 2015).
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1.2.2.1. Les Zygomycetes

Les Zygomycetes possedent des hyphes coenocytiques (Figure 4) et des organes de
reproduction sexuée qui produisent des zygotes, appelés zygospores, dormants quand
I’environnement est défavorable pour leur croissance, tandis que la reproduction asexuée est
assurée par des sporocystospores qui se développent dans des sporanges a 1’extrémité des

hyphes aériens (Figure 5) (Georges et al., 2011).
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Figure 5 : Cycle de reproduction sexuée et asexuée des Zygomycétes (Rolland et Viane, 1985).
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1.2.2.2. Les Ascomycota

Les Ascomycota sont des champignons filamenteux dont les filaments sont séparés par
des parois cellulaires croisées appelées septa (Figure 6). Les Ascomycétes produisent des
spores sexuelles, appelées ascospores, formeées dans des structures en forme de sac appelées
asques, et aussi de petites spores asexuées appelées conidies. Certaines especes d'Ascomycota

sont asexuées et ne forment pas d'asques ou d'ascospores (Figure 7) (Mcconnaughey, 2014).

Figure 6 : Structure du mycélium cloisonné des Ascomycetes (Nasraoui, 2015).
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Figure 7 : Cycle de la reproduction sexuée et asexuée des Ascomycetes (Meyer, 2004).

1.2.2.3. Les Basidiomyceétes

Les Basidiomycetes ont des myceéliums septiques filamenteux constitués de chaines
separées par des parois cellulaires entrecroisees appelées septa. Ces champignons se nourrissent
généralement de matiére organique en décomposition. lls subissent souvent une méiose
sporique et présentent une forme de reproduction sexuée connue sous le nom d’anisogamie.
Cette derniere consiste en la fusion de deux gameétes sexuels qui different par leur forme. La
figure 8 représente le cycle de la reproduction sexuée et asexuee des Basidiomyceétes.
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- Les basidiospores sont formées par méiose
a Croissance des basidiospores
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Figure 8: Cycle de la reproduction sexuée et asexuée des Basidiomycétes (Bousseboua, 2003 ;
Llttge et al., 2002).
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Ascomycota

—— Basidiomycota

Figure 9 : Les grands groupes des Eumycetes (Durrieu, 2008).
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1.2.2.4. Les Chytridiomycetes

Ce sont des champignons inférieurs, le mycélium n’est pas septé (sauf dans des
structures en cours de reproduction). Les Chitrides produisent des zoospores dans des
sporanges. Les zoospores sont mobiles généralement par un flagelle. La reproduction sexuée se
fait par la formation d’une spore diploide aprés la fusion de 2 cellules haploides ou la fusion
d’un gaméte haploide avec un ceuf immobile. La spore peut subir une méiose et produit un
mycélium haploide ou germer et produire un mycélium diploide. Le mycélium diploide peut
donner naissance a des sporanges, qui aprés méiose forment des zoospores haploides qui

germent en mycélium végetatif haploide.

1.2.3. Le mode de reproduction

Les moisissures se reproduisent grace a des spores, qui sont issues soit d’une
reproduction sexuée (champignon téléomorphe) ou d’une multiplication asexuée (champignon
anamorphe). Certains champignons, chez lesquels, les deux formes coexistent sont appelés
holomorphes (Chabasse et al., 2002).

1.2.3.1. Lareproduction sexuée

Elle concerne les champignons téléomorphes, ou formes parfaites. Les gamétes males
et femelles sont produits par des organes différenciés et spécialisés, appelés gamétocystes. 1l y
a par la suite fusion des gametes, par caryogamie, permettant 1’obtention d’une cellule ceuf
diploide contenant un nombre pair de chromosomes. Ce zygote va se diviser par méiose et
donner des spores haploides, ne possédant qu’un seul exemplaire de chromosomes (Bouchet et
al., 2005).

11.1.3.2.La reproduction asexuée

Ce type de reproduction concerne les formes imparfaites, ou anamorphes
(Deuteromycota). En général, elle se manifeste lorsque les conditions de vie sont difficiles
(hiver, sécheresse). Le noyau des spores est issu directement du noyau du thalle par simple
mitose. Les cellules obtenues sont identiques aux cellules-méres haploides. Par conséquent,

tous les thalles engendrés sont des clones du thalle parent (Alban, 2016).

12
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1.2.4. Mode de vie des moisissures

Les champignons ou plus précisément les mycetes se distinguent du régne végétal par
I’absence du chloroplaste (chlorophylle) qui aide les plantes a fabriquer les matiéres organiques
pour se nourrir ; de ce fait elles ont développées trois modes de nutritions pour puiser les
matieres organiques (éléments indispensables pour leur vie) présentes directement dans

I’environnement (Oei et van Nieuwenhijzen, 2005).

1.2.4.1. Lesaprophytisme

(Du grec sapros, pourriture et phyton, plante) (Kachour, 2005). Les champignons
saprophytes sont considérés comme de grand nettoyeurs de la nature ; 1ls se nourrissent des
matieres organiques mortes d’origine vegetale (feuilles et débris végétaux) ou animale
(cadavres), ils représentent la majorité des macro mycetes (Senn-Irlet et al., 2012) en jouant
un réle primordial dans la dégradation de la matiere organique en matiére minérale , qui se
trouve dans diverses applications comme dans le domaine médicale (Penicillium a donné la
Pénicilline), et agroalimentaire (les levures permettant a la pate a pain de lever) ( Lamaison et
Polese,2005).

Selon le substrat qu’ils décomposent, il existe plusieurs types de champignons saprophytes :

—  Humicoles (décomposant la matiére organique du sol).

C Lignicoles (décomposent la matiere organique du bois mort).

C Herbicoles (sur les plantes herbacées).

C Fongicoles (sur d’autres champignons).

C Coprophiles (vivant sur les excréments).

C Les saprophytes de la litiere (décomposant les feuilles mortes, brindilles et autres

débris végétaux) (Moreau et al., 2002).
1.2.4.2. Le parasitisme

(Du grec par, a coté ; sitos, aliment) (Kachour, 2005). Le parasitisme est une relation
biologique entre deux étres vivants dont I’un tire profit (en se nourrissant, en s’abritant ou en
se reproduisant) d’un ou de plusieurs autres organismes que ca soit animale, causant des
mycoses, ou végétale, causant la rouille, I’oidium, 1’anthracnose (Cassier et al., 1998 ; Combes,
2001).
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1.2.4.3. Lasymbiose

Selon (Marouf et Reynaud ,2007), la symbiose est une association étroite et durable
entre les organismes d’espéces différentes, pouvant appartenir a des régnes différents , vivant
en equilibre les uns avec les autres et tirant les benéfices mutuels de cette union, mais pouvant

vivre séparément.

> Les lichens : sont constituées d’une association entre champignon (principalement
du phylum Ascomycota) et une cyanobactérie. L’algue, capable de photosynthése, va fournir
les molécules organiques carbonées au champignon qui en retour fournira les éléments

minéraux a 1’algue.

> Les mycorhizes : sont constituées d’une association entre un champignon et la racine
d’une plante. Les mycorhizes constituent la forme de symbiose la plus répandue a 1’échelle
planétaire. On estime que 90% des vegétaux contractent spontanément cette association. Les
champignons vont développer un réseau de filaments mycéliens a partir de la racine et vont étre
impliqués dans la nutrition minérale des plantes. C’est d’ailleurs une association symbiotique

qui aurait permis aux plantes de coloniser le milieu terrestre (Nasraoui, 2006).
1.2.5. Conditions de développement des moisissures

1.2.5.1. Conditions physicochimiques

Le développement des moisissures est également dépendant de I’environnement. Les
facteurs physico-chimiques les plus importants sont : la température, I’humidité, I’activité

d’eau, I’oxygene, le pH et les nutriments (Aurélie, 2013).

1.2.5.1.1. Latempérature

Les moisissures se développer entre 0°C et 35°C. Il y a des especes sont capables de se
développer a des températures extrémes : Cladosporium herbarum peut se développer a des
températures inférieures a 0°C et A. flavus ou A. fumigatus jusqu’a 60°C. En général, la
température optimale de toxinogénése est voisine de la température optimale de croissance
(Nguyen, 2007).
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1.2.5.1.2. L’humidité

Les moisissures ont en général un besoin en eau faible par rapport aux autres
microorganismes (Davet, 1996). Néanmoins, I’humidit¢é a une grande influence sur le
développement des moisissures non seulement sur la croissance mycélienne et la sporulation

mais plus particulierement sur la germination des spores (Bourgeois, 1989).
1.2.5.1.3. L’activité de I’eau

La majorité des moisissures se développent bien ou I’activité en eau (Aw) voisine de 0,
85, les moisissures appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium, peuvent se développer a
des Aw voisines de 0,7 a 25°C (Tabuc, 2007).

1.2.5.1.4. L’oxygéne

La quantité d’oxygene mise a la disposition des moisissures est un facteur important
de développement. la plupart sont aerobies.les plus exigeants vivent dans les régions
périphériques des substrats, les moins exigeants peuvent se développer en profondeur comme

Fusarium oxysporum et Aspergillus fumigatus (Bourgeois, 1989 ; Botton et al., 1999) .

1.2.5.1.5. pH

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

1.2.5.2. Les nutriments
11.2.5.2.1.Azote

Les moisissures incorporent I’azote par hétérotrophies. Ils ne peuvent assimiler I’azote
gazeux mais peuvent utiliser le nitrate, I’ammonium, 1’urée et certains acides aminés par
absorption directe a travers la membrane. Des sources complexes d’azote, comme les peptides
et les protéines, ne sont utilisables par les hyphes qu’apres leur dégradation par des protéases

en acides aminés (Nicklin et al, 2000).
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11.2.5.2.2. Vitamine

Les moisissures ont des besoins de vitamines préformées, comme la thiamine et de la

biotine, ainsi que des stérols, de la riboflavine, de I’acide nicotinique et folique (Nicklin et al.,
2000).

11.2.5.2.3. Carbone

Les moisissures utilisent comme source de carbone et d’énergie, Le glucose, le fructose,
le mannose, le galactose, le maltose, le saccharose, I’amidon et la cellulose représentent les
sucres les plus utilisés .Ces hydrates de carbone sont dégradés grace a la glycolyse et le

métabolisme aérobie (Nicklin et al., 2000).

11.3. Généralités sur les mycotoxines

Le terme « mycotoxine » vient de la combinaison entre le mot grec « mycos » qui

signifie champignon, et le latin "toxicum™ qui veut dire poison (Joanna, 2015).

Il s’agit de petites molécules peu solubles dans 1I’eau, généralement non dégradables par
les organismes vivants et tres stables a la chaleur (jusqu’a 250°C) puisque nous pouvons les
retrouver dans les aliments aprés cuisson ou méme apres stérilisation et aux pH extrémes. Leur

durée de vie dans 1’aliment est plus longue que celles des moisissures les ayant synthétisées.

(Guezlane-Tebibel et al ., 2016).

Les mycotoxines sont donc des substances toxiques, sécrétées essentiellement par les
micromycetes. Ce sont plus précisément des métabolites dits secondaires (Alban, 2016),
produits par certains types de moisissures(ou champignons filamenteux) telles que celle

appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium (Nadine et Sabine, 2013).

IIs sont normalement synthétisés par le champignon a la fin de sa phase
exponentielle de croissance et ne jouent, a ce titre-1a, aucun réle physiologique distinct
(Joanna ,2015).

La Majorité des contaminations a lieu lors de la phase de croissance des végétaux. En
effet, dans les champs, des champignons et moisissures produisant des mycotoxines se
développent naturellement sur les plantes. La prolifération des mycotoxines dans les champs
est dépendante des conditions climatiques (Chakraborty, 2000) comme la sécheresse,

I’humidité, (Paterson et Lima ,2011) la pluviométrie (Lahouar et al., 2016) et la concentration

en dioxyde de carbone (dans I’atmosphére et les végétaux) (Paterson et Lima, 2010).
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Le risque associé aux mycotoxines peut étre aigu ou chronique. Le risque aigue au
contact de fortes concentrations de mycotoxines est modéré chez I’homme et concerne plut6t
la filiere animale. Cette contamination peut se faire d’une maniére directe par laconsommation
des végétaux comme les céréales et leurs produits derives (la biére), les grains, les fruits secs
(amandes, noix, arachides), les fruits y compris leurs jus et les compotes pour les nourrissons

ainsi que leurs produits de fermentation tels que les vins et le cidre (Gargouri, 2020).

11.3.1.La biosynthése des mycotoxines

Les moisissures sont des formidables usines a produits chimiques naturels qui se
distinguent dans leurs structures, leurs fonctions et leurs voies de biosynthese. Les mycotoxines
sont les produits terminaux d’une cascade de réactions enzymatiques qui débutent souvent
quand des enzymes multi-modulaires comme les polypeptides synthases (PKS), les non-
ribosomal peptides synthétases (NRPS) ou les terpénes synthases (TS), catalysent
respectivement le réarrangement ou la condensation de métabolites primaires simples tels que
I’acetyl-CoA, les acides aminés ou les terpénes pour aboutir a des métabolites secondaires plus
complexes. L'action de ces enzymes ne suffit pas, a elle seule a conduire a la synthése des
mycotoxines ; d'autres enzymes de modification sont nécessaires pour catalyser les réactions
ultérieures dans les voies de biosynthése (Figure 10). Ces enzymes fonctionnent au méme
moment de sorte que les nouveaux intermédiaires sont pris en charge tour a tour par I’enzyme

suivante jusqu’a aboutir au produit final qui est la mycotoxine.

Les mycotoxines sont regroupées en fonction de leur origine biosynthétique en trois
catégories principales, a savoir les terpénes, les polypeptides et les peptides cycliques non

ribosomiques (Joanna, 2015).

La voie des acides aminés : Selon (Alban, 2016), ce sont les unités constituant les protéines.
Leur caractéristique commune est la présence des groupes -COOH et -NH dans leur structure
chimique. Font partie des dérivés des acides aminés : les alcaloides de I’ergot du seigle, 1’ Acide
aspergillique, la Roquefortine, les Sporidesmines, 1’ Acide cyclopiazonique, la Slaframine, la
Tryptoquivaline, la Gliotoxine.

La voie des polycétoacides (polyacétates) : ce sont des composés indispensables au
métabolisme énergétique des cellules de tous les organismes vivants. Les Ochratoxines, les
Aflatoxines, la Zéaralénone, la Stérigmatocystine, la Citrinine, la Patuline et les Rubratoxines

sont issues de la métabolisation des polycétoacides.
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La voie des terpenes : ce sont des composés organiques principalement issus des résines
produites par les végétaux. La Toxine Tz, le Déoxynivalénol, la Fusarénone, les Roridines ou

encore les Verrucarines sont des dérivés des terpenes.
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Figure 10 : Biosynthése de mycotoxines (Tabuc, 2007).

11.3.2. La mycotoxinogénése

La mycotoxinogéenese correspond a I’ensemble des conditions nécessaires au processus
de synthése et de sécrétion des toxines fongiques dans I’environnement. La production de
toxines et le développement fongique sont intimement liés. Des lors, les facteurs capables
d’influencer la croissance fongique joueront aussi un réle sur la toxinogénese. En revanche, les
conditions idéales de toxinogénése sont plus étroites que celles favorisant le développement
fongique (Moreau ,1994).

La toxinogénése est un processus complexe qui n’est pas intégralement connu. La
synthese des toxines fongiques et la croissance fongique sont donc conditionnées par divers

facteurs environnementaux ou extrinseques (D’Mello et al., 1997).
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11.3.3. Les facteurs influencant la production des mycotoxines

La mycotoxinogénése est fortement influencée par I’interaction complexe de plusieurs

facteurs intrinséques et extrinséques (Magan et Aldred, 2007).

11.3.3.1. Facteurs intrinséques

IIs sont liés a la souche fongique elle-méme. Certaines moisissures sont toxinogenes,
mais d’autres ne le sont pas et certaines especes peuvent produire plusieurs mycotoxines, a
I’instar de 1’ Aspergillus flavus qui peut produire des aflatoxines, de I’acide cyclopiazonique et

de I’aspertoxine (Fitzgerald et coll, 1998).

11.3.3.2.Facteurs extrinseques

Les facteurs de I’environnement qui favorisent le développement de la toxinogénese
sont nombreux a savoir la teneur en eau, I’humidité relative, le pH, la température, la
composition du substrat en éléments nutritifs et sa richesse en graisses ou en azote et la

compétition entre les différents micro-organismes. (Ben Miri ,2019).

e Nature du substrat
Les moisissures sont des organismes hétérotrophes se développant exclusivement sur
des substrats nutritifs, a I’exemple du saccharose et des acides aminés contenus dans les
produits alimentaires de base. Pour utiliser ces substrats, il faut pouvoir les atteindre ; une
rupture préalable des défenses naturelles des grains et des fruits est donc nécessaire pour
permettre une pénétration et un développement rapide des moisissures (Vogelgsang et coll,
2008).

e Activité de I’eau

Il s’agit d’un parametre dont I’influence est déterminante sur le développement des
moisissures ainsi que sur la production de mycotoxines. Dans un premier temps ce parametre
influence la germination des spores ; puis dans un second temps, le développement mycélien.
Quelle que soit la nature de I’aliment aucun micro-organisme ne peut se développer lorsque
I’(Aw) est inférieure a 0,65. Pour les Aspergilli, la croissance optimale selon les espéces se situe
entre une (Aw) de 0,71 et une Aw de 0,98 alors que la plupart des Penicillia se développent a
des (Aw) comprises entre 0,78 et 0,88 (El assaoui ,2018) (Figure 11).
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Figure 11 : Profils schématiques des limites croissance/pas de croissance pour les

genres Fusarium, Aspergillus et Penicillium (Magan et al., 2015).

e Température
La plupart des champignons sont mésophiles avec des optima de croissance variant de

25 °C a 35°C. Pour d’autres, elles sont psychrophiles ou psychrotolérantes.

La température permettant une toxigénése optimale est en général voisine de la
température optimale de croissance. Par ailleurs, les mycotoxines peuvent étre élaborées a des
températures généralement inférieures a celle de la croissance. En ce qui concerne les
Aspergillus de la section Nigri, de fagon générale, la production d’OTA se fait dans un trés

large intervalle de température (Ben Miri ,2019).

e pH du milieu
Le pH du milieu est un facteur important dans la croissance des moisissures et la
production des mycotoxines. La plupart des champignons se développent normalement a des
pH compris entre 3 et 8, leur croissance optimale étant généralement obtenue pour des pH

compris entre 5 et 6. (Guezlane-Tebibel et al ., 2016).

e Aération
Presque toutes les moisissures sont aérobies. Elles ont besoin d’oxygéne pour une

Croissance normale. Toutefois, leur développement est peu affecté par des teneurs qui sont 10

fois plus faibles (2,1 %) que celles de I’atmosphére. En conséquence, certaines especes de
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moisissures pourront se développer sur les denrées alimentaires conservées dans une

atmospheére pauvre en oxygene (Webster et Weber, 2007).

11.3.4.Les principales mycotoxines

11.3.4.1. Les Aflatoxines

Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites secondaires produits par des espéces
fongiques comme Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius (Kensler et
al., 2011).Ces contaminants naturels de I’alimentation humaine et animale sont a la base de
divers problémes tels que les déficiences nutritionnelles, I’immunosuppression, le cancer du
foie, les effets mutagenes et tératogenes (Wagacha et Muthomi, 2008). Elles ont été isolées pour
lapremiére fois en Angleterre en 1960, suite a des intoxications dans un élevage de dindonneaux
(Adams et al., 2002 ; Chapeland et al.,2005).

Ce sont des espéces fréquemment retrouvées dans les zones chaudes et humides. Elles
ont été mises en évidence dans les denrées alimentaires telles que les noix (arachides, pistaches,
noisettes...), les grains (mais, millet, sorgho...), le coton, les épices ainsi que le lait (Brochard
et le Bacle, 2009).

Les conditions optimales de croissance et de production d’AF nécessitent une activité
en eau faible, de I’ordre de 0,84 a 0, 86, ainsi qu’une température comprise entre 25 et 40°C
(Alban, 2016).

11.3.4.2.1°Ochratoxine A

Les Ochratoxines (A, B et C) constituent une famille de mycotoxines appartenant aux
moisissures du genre Aspergillus ou Penicillium. L’Ochratoxine A est la plus fréquente et la
plus connue (Rkiba ,2020). L’ochratoxine A (OTA) est un métabolite secondaire fongique
découvert en 1965 par une equipe Sud-Africaine au cours d’une recherche systémique sur les
mycotoxines. L’OTA est egalement decrite comme étant un puissant néphrotoxique, tératogene,

avec des propriétés immunotoxiques (Damien ,2015).

Les principales sources d’OTA dans 1’alimentation sont les céréales. Cependant, des
niveaux importants de contamination peuvent étre relevés dans le jus de raisin et le vin rouge,

le café, le cacao, les fruits a écale, les épices et les fruits secs (Marion ,2002).
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11.3.4.3. Les trichothécénes

Les trichothécénes (TCT) sont des mycotoxines produites par de nombreux Fusarium
dont les principaux sont Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium poae et
Fusarium sporotrichioides. Les mycotoxines les plus étudiées dans ce groupe sont le
Déoxynivalénol (DON), les toxines T-2 et HT-2 (Oms, 1980).

Les effets toxiques des trichothécénes comprennent des effets gastro-intestinaux tels que
les vomissements, la diarrhée et I’inflammation intestinale. Dans leur ensemble, les

trichothécénes sont immunodeépresseurs (Whitlow et al., 2001).

11.3.4.4.La Zéaralénone

La Zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine produite par certaines especes de Fusarium
tel que Fusarium graminearum, lorsqu'elles infectent une grande variété de céréales pendant la

récolte, la transformation commerciale des céréales et le stockage (Zinedine et al., 2007).

Le ZEN peut causer des problemes de reproduction chez les animaux comme les bovins,
les porcs et les volailles, et peut-étre chez les humains. Le ZEN se trouve couramment dans le
monde entier dans le mais, les produits a base de mais, le sorgho et le seigle (Jonathan et al.,
2015).

11.3.4.5-Les fumonisines

Les fumonisines sont un groupe de mycotoxines produites par quelques especes de
Fusarium tel que Fusarium verticillioides et Fusarium proliferatum (Xing et al., 2014),
infectant les cultures de céréales dans des conditions climatiques particuliéres. La fumonisines
B1 est la plus abondante dans les aliments dérivés destinés au bétail et a ’'Homme (Ducret,
2000), mais I’ingestion de FB1 chez les animaux provoque une leucoencéphalomalacie, un
cedéme pulmonaire et un hépatocarcinome ou autres maladies du foie et cancer de I’cesophage

chez I'hnomme (Jonathan et al., 2015).

11.3.4.6.La Patuline

La Patuline (PAT) est un métabolite toxique secondaire, produit par de nombreuses
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especes des genres Penicillium et Aspergillus. Elle est considérée comme un contaminant
alimentaire naturel, présent dans les fruits avariés en particulier la pomme et leurs dérivés
(Ake et al, 2001). Les études expérimentales faites sur la PAT montrent que celle-ci est une
neurotoxine et qu'elle produit des altérations pathologiques sévéres dans les viscéres (Damien
,2015).

11.3.5. Les principales moisissures toxinogénes

Deux groupes de moisissures toxinogénes peuvent étre distingués, le premier type est
constitué de moisissures envahissant leur substrat et produisant la mycotoxine sur des plantes
sénescentes ou stressés : il sera question de toxine de champs. L’autre groupe rassemble ceux
qui produisent les toxines apres récolte ; on les qualifiera de toxines de stockage. Ainsi, des
champignons du sol ou de débris de plantes peuvent disséminer leurs spores sur la plante ou les
grains puis proliférer pendant le stockage si les conditions le permettent (Afssa, 2006).

11.3.5.1. Le Genre Penicillium

Le genre Penicillium comprend entre 150 et 300 especes, réparties en quatre sous-genres
appartenant a la division des Deutéromycetes. Les formes téléomorphes de certaines d’entre
elles sont connues et appartiennent a I’embranchement des Ascomycetes dont les genres les

plus représentatifs sont Eupenicillium et Talaromyces (Pitt ,1987).

Les colonies présentent un aspect duveteux voire poudreux, de couleur vert-de-gris et,
plus rarement, blanche. Morphologiquement, les individus du genre Penicillium se distinguent
par leur organisation en pinceau (Penicillius en latin). Le thalle cloisonné porte les
conidiophores, simples ou ramifiés, se terminant par un pénicille. Les conidiophores peuvent
étre groupés en faisceaux laches ou rassemblés en corémies (colonne de conidiophores). Les
phialides (cellules conidiogenes) sont disposées en verticilles a 1’extrémité des conidiophores
(Figure 12) (Botton et al, 1990).
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Figure 12 : Aspect microscopique des Penicillium : 1-Penicillium monoverticille 2-Penicilliumbi

verticille (Chabasse et al., 2002).

Les especes appartenant au genre Penicillium produisent un certain nombre de mycotoxines,

le Tableau 3 représente quelques toxines produites par le genre Penicillium.

Tableau 3 : Quelques toxines produites par le genre Penicillium (Norholt et al, 1979 ; Pitt, 2000 ;

Bennett et Klich, 2003).

Especes

Toxines produites

Penicillium chrysogenum

Acide cyclopiazonique, Roquefortine C

Penicillium verrucosum

Ochratoxine A, Citrinine

Penicillium nordicum

Ochratoxine A

Penicillium roqueforti

Acide pénicillique, Roquefortine C

Penicillium expansum

Citrinine, Patuline, Roquefortine C

Penicillium viridicatum

Ochratoxine A, Citrinine

11.3.5.2. Le genre Aspergillus

Le genre Aspergillus est classé dans la division des Deutéromycétes. De méme que pour

les Penicillia, certaines formes sexuées d’Aspergillus spp sont connues et appartiennent a la

division des Ascomycetes, dont les genres les plus notables sont Eurotium et Emericella.

24



Revue bibliographique

Environ 180 espéces, réparties en 18 groupes, composent le genre Aspergillus (Gams et al.,
1986).

Les colonies d’Aspergillus spp, duveteuses ou poudreuses, a développement rapide, sont
le plus souvent de couleurs vives et variées. L’appareil végétatif d’Aspergillus spp est formé de
filaments mycéliens cloisonnés et ramifiés. Se dressent sur ces filaments végétatifs les
conidiophores qui se terminent par une vésicule de forme variable. La forme et la taille de cette
vésicule sont spécifiques de I’espéce en question. Les phialides peuvent étre insérées
directement sur la vésicule : dans ce cas on parlera de « téte unisériée ». Si les cellules
conidiogénes sont précédées de meétules, on parlera de « téte bisériée ». L’ensemble
phialides/métules forme le stérigmate. Le stérigmate, la vésicule et les spores constituent la «
téte aspergillaire » (Figure 13). Les spores sont insérées en chaine sur les phialides. Elles sont
unicellulaires, de forme globuleuse, ou elliptique, et de couleurs variables (Raper et Fennel,
1965).

A
Figure 13 : Tete aspergillaire d’Aspergillus ochraceus (A),
en microscopie électronique (B) (EIKhoury, 2011).

Les espéces appartenant au genre Aspergillus produisent un certain nombre de mycotones, le

Tableau si dessous (Tableau 4) représente quelques toxines produites par le genre Aspergillus.

Tableau 4 : Quelques toxines produites par le genre Aspergillus (Pitt, 2000).

Especes Toxines produites

Aspergillus flavus Aflatoxines B1 et B2, Acide aspergillique, Acide cyclopiazonique, Acide kojique
Aspergillus fumigatus Fumigaclavine, Fumagiline, Fumitoxine, Fumitremorgine A et C, Gliotoxine
Aspergillus niger Malformine, Naftoquinone

Aspergillus ochraceus Acide kojique, Ochratoxines, Acide pénicillique, Acide sécalonique A
Aspergillus terreus Citrinine, Patuline, Territrem, Terréine, Terrétonine

Aspergillus versicolor Stérigmatocystine
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11.3.5.3. Le Genre Fusarium

Les Fusarium sont des champignons filamenteux dont le genre « Deutéromycéte » .Ce
genre comprend entre 50 et 100 especes anamorphes. Le genre Fusarium tire son nom du latin «
fusus » qui signifie fuseau, en référence a la forme des conidies. Ils se développent rapidement
et produisent des colonies planes, d’aspect cotonneux, voire floconneux, et de couleurs claires

: Creme, blanche, saumon, violette, brune, jaune (Chermette et Bussieras ,1993).

Le principal caractéere morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies

fusiformes et cloisonnées (Messiaen et Cassini ,1968).
Les Fusarium sont caractérisés par trois types de spores (Figure 14) :

v’ Les macroconidies, fusiformes et cloisonnées. Leur présence est la caractéristique
majeure qui permet de distinguer le genre Fusarium des autres genres. Les différentes
formes des macroconidies, leur taille ainsi que les extrémités apicales et basales
(arrondies, crochetées, effilées, crantées) sont des éléments centraux pour
I’identification des especes de Fusarium. lls peuvent permettre de différencier des

especes proches (Messiaen et Cassini ,1968).

v’ Les microconidies, petites, septées ou non (0 ou 1 septum, parfois 2 septa pour certaines
espéces). Leurs formes sont diverses : fusiformes, ovoides, en forme de poire
(piriforme) ou derein. Elles ne sont pas produites par toutes les espéces de Fusarium.
Leur distinction s’exerce sur les microcnidies elles-mémes, les cellules conidiogénes
sur lesquelles elles sont formées (monophialides ou polyphialides) ainsi que leur
arrangement (seule, en chaine, en bouquet) (Messiaen et Cassini ,1968).

v Les chlamydospores. Elles ne sont pas présentes chez toutes les espéces. Elles sont
formées seules, doublées, en bouquet ou en chaine. Elles sont terminales ou intercalaires

et différenciéees par le mycelium ou par les conidies (Messiaen et Cassini ,1968).
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F. graminearum F. poae
A et B : macroconidies ActB: macL‘oconidies : C et D microconidies
Barre d’échelle 25um Barre d’échelle : 25 um

Figure 14 : Caracteres morphologiques primaires de deux especes de Fusarium
(Leslie et Summerell, 2006).

Les espéces appartenant au genre Fusarium produisent un certain nombre de
mycotoxines, le tableau si dessous (Tableau 5) représente quelques toxines produites le genre
Fusarium.

Tableau 5 : Quelques toxines produites par le genre Fusarium (Pitt, 2000).

Espeéces Toxines produites

Fusarium culmorum Trichothécenes B, Zéaralénone, Culmorine, Fusarine C
Fusarium avenaceum Moniliformine, Fusarine C

Fusarium graminearum Trichothécenes B, Zéaralénone

Fusarium oxysporum Acide fusarique, Moniliformine, Oxysporine

Fusarium poae Trichothécenes A, Fusarine C

11.3.6-Méthodes de détection des mycotoxines dans les aliments

Les méthodes disponibles pour 1’évaluation des risques liés a la présence des
mycotoxines sont celles qui permettent le dosage direct des mycotoxines. Les protocoles
destinés a la quantification des mycotoxines incluent des étapes d’extraction, de purification et
de concentration. (Riba ,2008).
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L’analyse proprement dite comprend la détection, la quantification et la confirmation.
Elle fait intervenir des techniques chromatographiques :

La chromatographie sur couche mince a été utilisée pendant longtemps mais, par cette
technique, il est devenu difficile de mesurer les teneurs maximales autorisées par les reglements
européens, trop basses pour cette technique. Elle a donc été remplacée avantageusement par la
chromatographie liquide haute performance (HPLC) qui est particulierement intéressante pour
la détermination des tres basses concentrations, pour la spécificité de ses modes de détection
et pour ses possibilités d'automatisation. De nombreux protocoles analytiques existent. La
technique la plus couramment utilisée est la HPLC avec detecteur spectrofluorimétrique. Les
propriétés naturelles de certaines mycotoxines a fluorescer sont exploitées (Zéaralénone,
ochratoxine A) ; pour d'autres on exalte leur fluorescence, par exemple par dérivation post-
colonne & l'iode ou au brome dans le cas des aflatoxines. Certaines molécules comme les
fumonisines sont rendues fluorescentes par dérivation pré- colonne avec
I'orthophthaldialdéhyde. La HPLC avec détecteur spectrophotométrique est utilisée pour les
analyses de Patuline, de nivalénol et Déoxynivalénol. On voit actuellement sedévelopper une
technique de détection plus colteuse : la chromatographie liquide couplée a laspectrométrie de
masse. La chromatographie en phase gazeuse est surtout utilisée pour la détection de molécules
du groupe des trichothécénes dans les céréales, avec détection par capture d'électron ou
spectrométrie de masse. Les tests immunoenzymatiques (ELISA) sont souvent considérés
comme une méthode de tri. Cette technique est rarement retenue dans les méthodes
normalisées et doit toujours étre associée a une étape de confirmation par méthode classique
(Marie ,2002).
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Il. Matériel et Méthodes

Dans le présent travail, on s’intéresse a 1’étude mycologique de quelques fruits a coques
commercialisés au niveau de la Wilaya de Constantine. Les fruits a coques en questions sont :

les Amandes, les Arachides et le Noix.

Ce travail a été initié et réalisé dans le laboratoire de la faculté des sciences de la nature

et de la vie de I’université des Fréres Mantouri Constantinel.
I1.1. Etude mycologique des fruits a coque

11.1.1. Echantillonnage

Le matériel végétal utilisé au cours de cette étude est composé des Amandes, des

Arachides et de Noix.

Les échantillons ont été achetés chez un grossiste au centre de la wilaya de Constantine
et transportés au laboratoire dans des flacons stériles. Ces échantillons ont été prélevés de facon
aléatoire, en évitant les prélevements systématiques, prélevement a partir de la surface, et sur

les c6tes du compartiment.
L’échantillon de chaque type se compose de (Tableau 6) :

e 3 échantillons d’arachide (décortiquée, avec enveloppe, décortiquée au labo).
e 3échantillons d’amande (décortiquée, avec enveloppe, décortiquée au labo).

e 3 échantillons de noix (décortiqué, avec enveloppe, décortiqué au labo).

Tableau 6 : tableau représente les différentes variétés des échantillons étudiés.

Les fruits a coques La figure Code La quantité

Amande nu 5 | Amnu 59

(Amande décortiquée)




Matériel et méthodes

Amande enveloppé Am env 59

(Amande non décortiquée)

Amande décortiquée au labo 50
Arachide nu Arnu 5¢
(Arachide décortiquée)

Arachide enveloppé Ar env 59
(Arachide non décortiquée)

Arachide décortiquée au labo Ari 5¢
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Noix nu — N nu 59
(Noix décortiquée) ‘ b

Noix enveloppé = " | Nenv 5g
(Noix non décortiquée) 4 ' A

Noix décortiqué au labo - Ni 5¢

11.1.2. Isolement de la flore fongique

L’étude mycologique des fruits a coque en question, a été faite en utilisant deux
méthodes, la méthode d’ulster (ou la méthode directe) et la méthode des dilutions (ou la

méthode indirecte) (Compaor et al., 2016).
11.1.2.1. Méthode directe d’Ulster

Pour chaque échantillon (Arachide, noix, amande), ont été désinfectés
superficiellement par trempage dans I’cau de javel puis dans 1’éthanol, pendant une minute,
puis rincer plusieurs fois a I'eau distillée stérile, puis séchés a l'aide d'une compresse stérile
(Adjou et Soumanou ,2013).Sous des conditions aseptiques, Les grains désinfectés ont été
placés directement, a I’aide d’une pince stérile, dans des boites de pétri contenant le milieu PDA
(annexe ) et le milieu sabouraud (annxe).L’ensemble est incubé a 37 °C pendant 4 & 6 jours

(Ghiasian et al., 2004)
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11.1.2.2. Méthode indirect de dilution

Cette méthode permet d'isoler la flore fongique se trouvant a I’intérieur et a 1’extérieur
des grains .1g gram pour chaque échantillon finement broyés sont mis en suspension dans des
tubes stérile contenant 9 ml d’eau distiller stérile additionnés de 2 gouttes Tween 80 et
homogénéisé par agitation durant 10 min. Des dilutions décimales (10 et 10°®) sont réalisées a
partir de la solution mére (10Y) (Matmoura et al ., 2019). Un volume de 1 ml est ensemence en
surface par un rateau sur milieu PDA. L’incubation a lieu a 37 °C pendant 5 a 7 jours a

I’obscurité (Figure 15).

1ml 1ml 1l Iml Iml

O TITITIT

Suspension
mere

]
¥
|
¥
'

- -

101 102 108 104 10

Eau distillé
(9ml)

Figure 15 : Préparation des dilutions décimales (Anonyme 2).
11.1.3. Purification

Les colonies fongiques obtenues ont été repiquées successivement jusqu’a 1’obtention
de souches pures, sur chaque boite de Pétri d’une seule colonie d’un champignon. Le repiquage
a été fait par prélévement d’un fragment de I’hyphe fongique a 1’aide d’une anse de platine
stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite sur
le milieu Sabouraud et le milieu PDA, Ce fragment a été déposé au centre d’une nouvelle boite

de Pétri soigneusement etiquetée (Ousman Abdoullahi et al., 2019).
11.1.4. ldentification morphologique

L’identification morphologique des champignons, fait essentiellement appel aux

caractéres culturaux et morphologiques des moisissures isolées a 1’état pure (Botton et al.,

1990).
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11.1.4.1. ldentification macroscopique

Les caractéres morphologiques et culturaux sont déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur les deux milieux de cultures spécifiques PDA et Sabouraud (annexe), et
incubée a 28°C pendant 5 a 6 jours. L'identification se fait a I'ceil nu et elle se base

essentiellement sur les caractéres suivants (Botton et al., 1990) :
- La vitesse de croissance (rapide, moyenne, lente).
- La texture des colonies.
- La couleur des colonies.
- La couleur du revers de la culture.

11.1.4.2. ldentification microscopique

L’observation microscopique a été réalisée par la technique du scotch qui consiste a
adhérer a ’aide d’un bout de scotch une fraction mycélienne a partir d’une culture jeune et de
la coller sur une lame contenant quelques gouttes de bleu de méthyléne (annexe). Il convient
d’éliminer 1’exceés de colorant autour du scotch avec une feuille de papier absorbant. Les
observations microscopiques sont effectuées aux grossissements x40 et x100 (Chabasse et al.,
2002).

L'étude microscopique du mycélium est basée sur :
- L'absence ou présence de cloisons ;

- Couleur des filaments mycéliens ;

- Mode de ramification des cloisons ;

- Différenciation des thallospores.
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V- Résultats et discussion

Dans cette étude, trois types de fruits a coques commercialisés au niveau de la Wilaya
de Constantine ont fait 1’objet d’un isolement de leur microflore fongique sur deux milieux

gélosés PDA et Sabouraud.
IV.1. Etude mycologique des fruits a coque

IV.1.1. Isolement des souches fongiques

L’isolement des moisissures a partir des échantillons des fruits a coque en question, a
été fait en utilisant la méthode directe d’ulster ; qui repose sur le principe de stimulation du
développement des moisissures par incubation des grains, et la méthode indirecte de dilution
(Compaore et al., 2016).

La méthode d’Ulster est une méthode de mise en évidence de la moisissure de surface

et de profondeur des grains étudiée, pour juger 1’efficacité de tel ou tel mode de stockage

(Laouid et Neftia, 2007).
L’isolement des moisissures a abouti a la sélection de 20 isolats répartis comme suit :

[0 9 Isolats fongiques a partir de 1’échantillon de d’ Amande (enveloppé et décortiqué au

labo), que représente 45% des isolats.

[ 7 Isolats fongiques a partir de 1’échantillon d’Arachide (décortiqué, enveloppé et

décortiqué au labo), que représentent 35% des isolats.

[0 4 Isolats fongiques a partir de I’échantillon de Noix (décortiqué, enveloppé et

décortiqué au labo), que représentent 20% des isolats.

Le pourcentage des isolats obtenu selon chaque type de fruits a coque analysé, est

représenté dans la figure 16.
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pourcentage desisolats

Noix
- 20%

45%

Arachide

+ Amande
35%

Arachide

Noix

Figure 16 : pourcentage des isolats fongiques obtenus
de chaque type de fruits a coque.

IV.1.2. Identification morphologique des souches fongiques

L’identification de ces genres étant basée essentiellement sur les clés de détermination
décrites par la littérature (Botton et al, 1990 ; Guiraud, 1998), en se basant sur les caracteres
macroscopiques des colonies (aspect, couleur, forme, contour, etc.) et sur les caracteres
microscopiques du mycelium et des conidies ou spores (cloisonnement du mycélium, forme des

spores, forme des organes de fructification, etc.).
IV.1.2.1. Identification macroscopique

Les caracteres macroscopiques des différentes souches sont étudiés sur les deux milieux
PDA et Sabouraud (annexe), les plus communément utilisé a cet effet (Botton, 1990). Le
(Tableau 7) résume 1’aspect, la couleur, la consistance des colonies, la couleur du revers de la

boite ainsi que la présence ou I’absence de pigments caractéristiques de chaque souche.

35



Tableau 7 :

Observations macroscopiques des différents isolats obtenus.
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Aspect macroscopique des isolats

Isolats Recto Verso
Milieu Sab

S1
Milieu PDA

S2 Milieu Sab
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Milieu PDA

S3

Milieu Sab

Milieu PDA
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S4

Milieu Sab

S5

Milieu Sab

Milieu PDA
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S6

Milieu Sab

Milieu PDA

S7

Milieu Sab
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Milieu PDA

S8

Milieu PDA

S9

Milieu SAB
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S10 Milieu SAB

S1

La souche S1 isolée a partir de I’échantillon Am i. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et SAB,
avec un aspect duveteux a poudreux, On remarque ; qu’au cours de la sporulation, les colonies

deviennent plus vertes sur les milieux de culture : PDA et SAB.

S2
La souche S2 isolée a partir de I’échantillon ~ Am i. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et

SAB avec un aspect poudreux.

S3

La souche S3 isolée a partir de I’échantillon Ar env. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et SAB
avec un aspect poudreux. Le revers de la boite de pétri marron sur SAB et incolore sur le milieu
PDA.

S4

La souche S4 isolée a partir des échantillons N i, N nu. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et SAB.
Le revers de la boite de pétri jaune sale a brun sur SAB et incolore sur le milieu PDA. Les

colonies deviennent poudreuses et forment des spores noires sur le milieu SAB et PDA.
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S5

La souche S5 isolée a partir de I’échantillon Am i. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide trés grand, avec une texture

cotonneuse. Le revers de la boite de pétri marron sur SAB et incolore sur le milieu PDA.

S6

La souche S6 isolée a partir de 1’échantillon Am env. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : une colonie marronne avec des bordures blanches sur les deux
milieux de culture PDA et SAB. Le revers de la boite est noiratre sur SAB et sur PDA. On note

un aspect poudreux sur les deux milieux.

S7

La souche S7 isoléee a partir de I’échantillon Am env Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : une colonie vert olive sur les deux milieux de culture PDA et SAB.
Le revers de la boite est noiratre sur SAB et sur PDA. On note un aspect poudreux sur les deux

milieux.
S8

La souche S8 isolée a partir de I’échantillon Ar nu. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : des colonies de couleur vert olive avec une texture veloutée et un

revers noir sur le milieu PDA.

S9
La souche S9 isolée a partir de 1’échantillon Am env. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance moyenne .On remarque ; qu’au cours de la

sporulation, des colonies grises avec un revers marron sur SAB.

S10

La souche S10 isolée a partir de 1’échantillon Am env. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle croissance rapide et des colonies duveteuses de couleur

vertes avec des bordures blanc, le revers est incolore sur SAB.
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1V.1.2.2 .Identification microscopique

L’étude microscopique porte sur 1’observation des structures caractéristiques des 20
souches fongiques (Conidiophores, conidies et mycélium) ; 06 genres des champignons sont

mis en évidence sur le tableau 8.

Tableau 8 : Observations microscopiques des différents isolats obtenus.

Aspect microscopique des isolats

Aspect microscopique Photo de référence

- E - n“.u . S
S R

S1 ;
G40x100 T (Makhlouf et al., 2019)
S2
G40x100 (Sakhri, 2011)
S3

¥

cl0xd0 G 10%100 (Alban, 2016)
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S4
G 10x40 (Arfaoui ,2019)
S5
(Chabsse, 2002)
S6

G 10x40

(Nabahat, 2014)
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S7

G10x40

G 10x100

(Nabahat, 2014)

S8

G 10x100

S9

G 10 X100

{ (Wang et al., 2019)
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S10

G 10 X100

(Alban, 2016)

Sur la base des résultats obtenus (Tableau 7 et 8) et aussi sur la base du catalogue les

moisissures d'intérét médical et description of médical fungi, 06 genres de moisissure ont été

identifiés comme
Chaetomium (Figure 17).
3,5

3

2,5

2

Nombre

1,5

[

[§;]

0/

Am i
H Alternaria
W Aspergilus 3
B Chaetomuim
B Cladospruim
B Penecillium

W Rhizopus 1

Aspergillus,

Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Rhizopus et

ol||“||‘ ‘|‘I‘

Amenv  Arnu ri Ar env N nu N env

Figure 17 : graphe représente les genres fongiques identifiés par rapport aux différents

échantillons.
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» 07 souches présentent les caractéristiques suivantes :

- Filaments septés.

- Des conidies produites par des phialides insérées a I’extrémité dilatée d’un conidiophore large
et non cloisonné (disposition en téte aspergillaire).

D’apres les clés d’identification de (Chabsse, 2002), ces souches semblent appartenir au genre

Aspergillus.

S1

La souche S1 isolée a partir de I’échantillon Am i. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et SAB,
avec un aspect duveteux a poudreux, On remarque ; qu’au cours de la sporulation, les colonies
deviennent plus vertes sur les milieux de culture : PDA et SAB. Le revers de la boite de pétri
est brune sur sab et marron sur PDA. Leur caractére microscopique : conidiospore long et non

cloisonné, hyalines, les conidies sont globulaires de couleur verte.

D’aprés (Chabasse et al., 2002) et (Makhlouf et al., 2019) , I’ensemble de ces caractéres

(macroscopiques et microscopiques) serait que la souche isolée est Aspergillus flavus.

S2

La souche S2 isolée a partir de I’échantillon ~ Am i. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et
SAB avec un aspect poudreux. Le revers de la boite de pétri marron sur SAB et incolore
sur le milieu PDA. Leur caractére microscopique se caractérise par un mycélium non

cloisonné, et une téte aspergillaire.

D’aprés (Chabasse et al., 2002) et (Sakhri, 2011),I’ensemble de ces caracteres

(macroscopiques et microscopigues) serait que la souche isolée est Aspergillus spl.

S3

La souche S3 isolée a partir de 1’échantillon Ar env. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et SAB
avec un aspect poudreux. Le revers de la boite de pétri marron sur SAB et incolore sur le milieu
PDA. Leur caractere microscopique se caractérise par un mycélium non cloisonng, une téte

aspergillaire unisériée, avec la présence des conidies globuleuses et de couleur verte.

47



Résultats et discussion

D’apres (Chabasse et al., 2002),I’ensemble de ces caractéres (macroscopiques et

microscopiques) serait que la souche isolée est Aspergillus sp 2.

S4

La souche S4 isolee a partir des echantillons N i, N nu. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : un thalle a croissance rapide sur les milieux de culture PDA et SAB.
Le revers de la boite de pétri jaune sale a brun sur SAB et incolore sur le milieu PDA. Les
colonies deviennent poudreuses et forment des spores noires sur le milieu SAB et PDA. Leur
caractere microscopique se caractérise par un mycélium non cloisonné, une téte aspergillaire
unisériée constituée d’une vésicule sphérique, avec la présence des conidies globuleuses de

couleur brune. La téte aspergillaire est portée sur un conidiospore non ramifié.

D’apres (Chabasse et al., 2002) et (Hissein et al., 2019), I’ensemble de ces caractéres

(macroscopiques et microscopiques) serait que la souche isolée est Aspergillus niger.

» 01 souche caractérisée par :

- Des conidies produites par des phialides groupées en verticilles a I’extrémité non dilatée d’un
conidiophore fin et cloisonné (disposition en pinceau).

- Des phialides a col peu développées disposés en pinceaux serres.

D’apreés les clés d’identification de (Chabsse, 2002), cette souche appartienne probablement au

genre Penicillium.

» 08 souches caractérisées par :

- Un Filaments non cloisonné, présentant a la base des rhizoides bien différenciés.
- Columelles brunes, semi globuleuses.
D’aprés les clés d’identification de (Chabsse, 2002), ces souches appartiennent probablement

au genre Rhizopus.

» 2 souches caractérisées par :
- Un mycélium septé, fin et régulier brun foncé a noire.
- La forme des conidies pluricellulaires en chaines brunes irrégulieres ; souvent en forme de

massue, cloisonnées

D’apres les clés d’identification de (Nabahat, 2014), ces souches appartiennent probablement

au genre Alternaria.
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S6

La souche S6 isolée a partir de I’échantillon Am env. Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : une colonie brune avec des bordures blanches sur les deux milieux
de culture PDA et SAB. Le revers de la boite est noiratre sur SAB et sur PDA. On note un
aspect poudreux sur les deux milieux. Leur caractere microscopique se caractérise par un
filament un mycélium septe, fin et régulier brun foncé a noire, la forme des conidies

pluricellulaires en chaines brunes irréguliéres, cloisonnées.

D’aprés (Nabahat, 2014),), I’ensemble de ces caracteres (macroscopiques et

microscopiques) serait que la souche isolée est Alternaria alternata.

S7

La souche S7 isolée a partir de 1’échantillon Am env Elle a les caractéristiques
macroscopiques suivantes : une colonie vert olive sur les deux milieux de culture PDA et SAB.
Le revers de la boite est noiratre sur SAB et sur PDA. On note un aspect poudreux sur les deux
milieux. Leur caractére microscopique se caractérise par un mycélium septes, fin et régulier
bruns foncé a noires, la forme des conidies pluricellulaires en chaines brunes irréguliéres,

cloisonnées avec un sommet qui s’allonge progressivement.

D’aprés (Nabahat, 2014), I’ensemble de ces caractéres (macroscopiques et

microscopiques) serait que la souche isolée est Alternaria solani.

» 1souche caractérisée par:

- Des hyphes septés et pigmentés de couleur verte qui produit des conidiophores de longueurs
variables.

- Les conidies formées sont de grande taille, uni ou pluricellulaires. L’ensemble forme de
longues chaines et ramifiés.

D’apreés les clés d’identification de (Chabsse, 2002), cette souche appartienne probablement au

genre Cladosporium.

» 1 souche caractérisée par :
- Par un périthéce sphérique a ovoides brin avec de nombreux poils ramifié mince flexueux

pendulés.
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D’apreés les clés d’identification de (Wang et al., 2019), cette souche appartienne probablement

au genre Chaetomium.

Les résultats des analyses ont démontré que les eéchantillons achetés dans la ville de
Constantine sont contamineés par le genre Aspergillus (isoler a partir de 1’échantillon Am i, Ar
nu ,Ar env, n nu), Alternaria (isoler a partir de 1’échantillon Am env), Chaetomuim (isolé a
partir de 1’échantillon Am env), Cladosporium (isolé & partir de 1’échantillon Ar nu),
Penicillium (isolé a partir de 1’échantillon Am env) et Rhizopus , qui sont des contaminants

géneralement rencontrés dans les fruits a coque.

La figure 18 représente le diagramme des pourcentages, de la flore mycologique isolée.

Chaetomium

S pourcentage des isolats

Penicillium Cladosporium
5% 5%
Alternaria ""‘\ Aspergillus .
10% 359 Aspergillus
Rhizopus
Alternaria
Rhizopus = Penicillium

40% "
° = Chaetomium

= Cladosporium

Figure 18 : Diagramme représente le pourcentage des isolats fongiques identifiés

Les fruits a coques sont des aliments susceptibles d'infection fongique dans le champ et
dans des conditions de stockage inadéquates. Les noix endommagées par les charancons ou
mécaniquement pendant la récolte et le transport sont particulierement sujettes a l'invasion

fongique et a la pourriture (Saleh Nawar, 2008).

Rhizopus est le genre majoritaire des souches isolées, vient ensuite le genre Aspergillus
représente par 04 especes : Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus sp1, Aspergillus
sp2, suivi par le genre Alternaria représenté par deux isolats (Alternaria solani, Alternaria
alternata) et enfin le genre Chaetomuim). Pitt et coll. (1994) ont détecté C. globosum parmi les

especes qui infectaient les amandes des noix de cajou en Thailande,

50



Résultats et discussion

Comparativement avec les études de Benmansour-Brixi (2005), le taux de
contamination de 1’Aspergillus est le plus dominant. Cette différence peut étre expliquée par la

durée de stockage, l'origine des grains et la période de prelévement.

Abdel-Gawad et Zoharii (1993) ont identifié un large éventail de moisissures provenant
de cinq types de graines de noix pour la consommation humaine en Arabie Saoudite. Denizel
et al. (2006) ont signalé que la mycoflore externe dominante des pistaches immatures de trois
régions de Turquie était composée d'A. niger, A. flavus et de Penicillium spp. Ils ajoutent
également que les noix stockés dans les entrep0ts ont été largement contaminés par A. flavus,
A. niger et A. ochraceus (Saleh Nawar, 2008).

Plusieurs autres auteurs ont signalé que les graines oléagineuses gatées fournissent un
substrat approprié pour la croissance, le développement et l'activité des moisissures de
détérioration. (Cuero et al., 1987 et Lacey., 1990 in Oyebanji et Efiuvwevwere., 2000).

D’autres travaux similaire de (Sib et al., 2005) montrent une forte présence de Mucorale
dans les échantillons de fruit & coques (arachide, amande, pistache) surtout décortiquée, ce
Cahagnier(1996) estime que les conditions de conservation sont médiocres .

L’analyse de la flore fongique d’arachide a révélé la présence des especes appartenant
au genre Aspergillus, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par (Chapeland-Leclercetal.
2005). L’arachide est I’'un de oléagineux le plus contaminé par les moisissures toxinogenes le
plus souvent pendant la culture, la récolte et au cours du stockage. Parailleurs, selon Wagacha
et al. (2013), certaines moisissures comme les genres Aspergillus et Penicillium sont capables
de produire des toxines dites mycotoxines dans les graines d’arachide et ses dérivés (amande,
noix) qui peuvent se révéler tres toxiques pour le consommateur. Celles —ci étaient ainsi
omniprésentes chez Sib et al., (2005) dans les amandes mondées et les pistaches décortiquées.
Leur impact négatif réside dans 1’altération des substrats (qualité organoleptique : gout, couleur,
saveur, texture) et dans la sécrétion des aflatoxines dont 1’aflatoxine B1 qui est la plus

redoutable par son effet cancerigenes et toxique.

Or, selon (la Fao, 2013), I’¢élimination compléte des mycotoxines dans les produits

alimentaires s’avere quasi-impossible en raison de leur stabilité thermique (Boli et al ., 2018).
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Conclusion et perspectives

Le présent travail est une contribution a I’étude mycologique et recherche des souches
toxinogénes des fruits a coque commercialisés dans le marché algérien plus exactement dans la
ville de Tlemcen cette étude dévoile la présence d’une grande biodiversité de contaminants

fongique.
Les plus dominants sont les mucorales (indiquant la mauvaise condition de stockages).

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

Chaetomium, Cladosporium et Alternaria.

Ceux-ci montrent que ces niveaux de contaminations sont assez inquiétants a savoir que
la majorité de ces souches a savoir A. flavus, A. niger, Chaetomium, et Penicillium, sont
toxinogenes secretent des mycotoxines y compris les aflatoxines qui sont dangereuses et
perverses donne des effets génotoxique cancérigénes néphrotoxique et leurs effets qui est

chroniques s’avére plus grave.

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

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

Comme perspectives, il reste plusieurs travaux a mener afin de répondre aux questions

soulevées lors de cette étude. Parmi ces travaux on cite :

» L’identification moléculaire de souches obtenues.

» L’étude mycotoxicologique des souches considérées les plus mycotoxinogénese, a savoir
A. flavus et Chaetomium sp.

» Test in- vitro et in -vivo des toxines produites.

» L’élargissement de notre recherche sur les mycotoxines vers d’autres fruits secs a coques

afin d’avoir plus d’informations sur 1’état hygiénique de ces denrées alimentaires.
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Annexe

Milieu PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar)

POIMME G LI O ...ttt ettt e st e st e e s e e te e beeneesreesteeneeaneenreens 200 g

Couper en cubes la pomme de terre non pelée dans 600 ml d’cau distillée.
Porter a ébullition pendant 20 — 30 min.

D’autre part faire fondre 1’agar dans 600 ml d’eau distillée.

Ecraser la pomme de terre, filtrée puis ajouter le filtrat a la solution d’agar.
Ajouter le glucose.

Compléter le volume a 1000 ml.

vV V.V V V VYV VY

Steriliser par autoclavage a 121° C / 2h.

Milieu Sabouraud
Sabouraud dESNYAIALE.........c.ocuiieieiee ettt 659

BAU QSTHIBO ..o e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ae e eeaeeas 1000 ml

Bleu de coton
2 LT o [N 0] (] TSR 0,059

LACIOPNENOL ...t 100ml

66



Résumes



gdlall

O AN 5 G gual 5 @il Ay yill 5 de) 0 Cag yla CulS 1Y) Apmaa Hhlae (el pany 8 Lieada) JS3 ) (S
O Ol 5 sl 5 (o sadl Jsdll Aglaall o sall (A ) shail) Lgpa Al Cliliadll A0S o jow Gluad) 18 (8 A
& s g anall 5 o sl il Cans ) Sy A el yladll Alagall 5 3,8 1 IS 1) A 1 <l sl
g o Al adgd Waas, o)) sl 5 LD Aid jusall ) sall g aldh Lo jlads 5, 4 pladll o sanally Jaliiall &1 jlad 30l 5
€l 34 pladl) Yl 43585 5 J e 1 ydadl) Jalaill (g ey By yladll o ganad) 30050 lal 8 Jand) 138 (e Cangl)
Cagal) A5y Hha 5 il gl 1o yhay | poiaall 85 Rl 5 Led b8 ae B el el gud Qi Al AdliA) il o2 as
Jisill aly A5 el VL (e %45 Ay sl YT s 5501 ol Lgale Jgamanll a3 ) geibial) < jedil, 2,SaS)
e 2¢ U Rhizopus sAspergillus osbia) diaa Liadd Jaads 9620 dunis ) gall | a5 %635 duniy (i pul
Aspergillus 75 Rhizopus <Y se 8 s saill 138 e lanaas 8l ¥l G sall 5 a3l g pla e gu
il x 4lies  Alternarias. Aspergillus sps  Aspergillus nigers Aspergillus flavus <y & Lo
«Chaetomuim e (sis JS (e 3aaly a3 | aly ( Alternaria alternatas Alternaria solani)

. Cladosporium sPenicillium
LOROAD ‘%)Lﬂ\ e}A.uJ\ (e ‘Q\)‘»SA\ 4;&1-'&4-” ilalslf



Abstract

Our foods can sometimes present health risks if the conditions of cultivation, breeding,
manufacturing, marketing and storage are poor. In this context falls the problem of nuisances
caused by development in foodstuffs. Peanuts, walnuts and almonds are oleaginous nuts that
constitute a preferable substrate for molds that can cause technological and sanitary
deterioration inducing an increased risk of cross-contamination by mycotoxins, their toxic
danger and carcinogens to humans and animal. To this end, the objective of this work falls
within the framework of the mycotoxin problem starting with a mycological analysis: isolation
and purification of the mycoflora in nuts with these different categories marketed shelled, with
shell, and shelled at lab, by two methods: Ulster and the classic dilution method. The results
obtained show that Almonds are the most contaminated with a percentage of 45% of the strains
isolated, followed by Peanuts 35% and lastly Nuts by a percentage of 20%. We also note the
dominance of the Aspergillus and Rhizopus genera that testify to the poor storage and marketing
conditions. The strains thus identified are 8 Rhizopus, 7 Aspergillus including: Aspergillus
flavus, Aspergillus niger and Aspergillus sp., Alternaria represented by two isolates (Alternaria
solani, and Alternaria alternata) and finally one strain from each genus of Chaetomuime).

Penicillium and Cladosporium.

Keywords : tree nuts; mold; mycotoxin; storage.
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