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Résumé

Les moisissures est un groupe de la régne des champignons qui par leur présence ou
leur metabolites peuvent causes des dégats dans le domaine agricole ou méme dans le

domaine de la biotechnologie agricole.

Notre étude a pour but de chercher les mycetes dans une chaine de production de
farine a partir du blé tendre (Triticum aestivum L), puis les identifier et déterminer

les conditions impliqué dans leur prolifération.

Les analyses physico-chimique effectuées ont montré dans I’ensemble un respect des
normes algériennes établies. La farine, produit fini, a montré une bonne qualité
organoleptique, mais aussi fournis un environnement favorable pour la croissance des

mycetes.

Les résultats de la recherche des mycétes ont montré la présence d’une flore fongique au
niveau des trois points de controle (BIé, Farine, Zone de stockage). 13 isolats ont été
isolé et qui ont été réparti d’une fagon hétérogene : 5 isolats a partir des graines de blé, 5

isolats a partir de la farine et : 3 isolats a partir de la zone de stockage.

Les observation macroscopique et microscopique ont montré que la flore fongique totale
a été répartis sur 6 genres, il s’agit de Aspergillus et Pénicillium et Alternaria et
Trichoderma et Cladosporium et Mucor, avec une dominance des genres Aspergillus et
Pénicillium . Nous avons constaté une dominance qui dépend du point de contrdle, pour
le blé, le genre dominant est Aspergillus, alors que pour la farine c’est le genre
Pénicillium et pour la zone de stockage, le genre Pénicillium s’est montré le plus
dominant.

Mots clé : Blé, Farine, Flore fongique, Diversité, Densiteé.



Abstract

Molds are a group of the fungi kingdom which by their presence or their metabolites can
cause damage in the agricultural field or even in the field of agricultural biotechnology.

Our study aims to look for fungi in a flour production chain from common wheat (Triticum
aestivum L), then identify them and determine the conditions involved in their proliferation.
The physico-chemical analyzes carried out showed overall compliance with established
Algerian standards. The flour, the finished product, showed good organoleptic quality, but
also provided a favorable environment for the growth of fungi.

The results of the search for fungi showed the presence of fungal flora at the three control
points (Wheat, Flour, Storage area). 13 isolates were isolated and were distributed
heterogeneously: 5 isolates from wheat seeds, 5 isolates from the flour and 3 isolates from the
storage area.

Macroscopic and microscopic observation showed that the total fungal flora was distributed
over 6 genera, these are Aspergillus and Penicillium, Alternaria, Trichoderma, Cladosporium
and Mucor, with a dominance of the genera Aspergillus and Penicillium. We observed a
dominance which depends on the control point, for wheat, the dominant genus is Aspergillus,
while for flour it is the genus Penicillium and for the storage area, the genus Penicillium was
shown to be the most dominant .

Key words: Wheat, Flour, Fungal flora, Diversity, Density.
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I Introduction

Introduction

Les céeréales sont considérées comme une principale source de la nutrition humaine et animale
mondiale (Slama et al., 2005). Les produits céréaliers constituent un aliment d’une haute
valeur nutritive puisqu’ils fournissent plus de 60% de 1'apport calorifique et 75 a 80% de
I'apport proteique de la ration alimentaire.

Le blé est a la fois la céréale la plus consommée dans le monde et la plus échangée sur les
marchés internationaux. Il constitue ainsi un élément central du systéme alimentaire mondial.
Dans la plupart des cas, la production de blé est assurée par une seule récolte dans I’année
alors que la consommation est prolongée toute au long de I’année, d’ou la nécessité du
stockage.

La fabrication de blé en farine se fait par la mouture qui consiste a séparer I’amande farineuse
du son et du germe, puis a réduire I’amande en farine . Comme bien souvent, il contient des
impuretés de différentes natures, il va étre nécessaire d’effectuer un nettoyage préalable
comprenant plusieurs traitements. Le blé¢ doit d’étre aussi convenablement hydraté pour
donner un rendement maximal en farine (Godon, 1991).Les graines de blé et la farine
contiennent d’amidon riche donc sont treés vulnérables et propices a des contaminations par
des champignons toxinogénes en raison de mauvaises conditions ; météorologiques,
environnementales et du stockage.

Les champignons microscopiques (ou mycétes) sont des organismes hétérotrophes et non
photosynthétiques. Ils se répartissent en deux grands groupes : les levures et les moisissures
(Bousseboua 2003).

Les moisissures sont des facteurs de la détérioration des aliments en raison de leur capacité a
produire des métabolites secondaires hautement toxiques au cours de leur prolifération sur les
ceréales stockees. Elle diminuent la qualité technologique (taux du gluten) et sanitaire
réduisant la valeur nutritionnelle, modifiant 1’aspect organoleptique et enfin provoquant des
problemes économiques dus aux couts de détoxification des grains ou les rejets des produits
contaminés. (Gacem ,2012) . La prolifération de moisissures provogue non seulement une
hydrolyse de glycolipides et de phospholipides, mais peut donner lieu aussi a la formation de
mycotoxines (Cheftel et Cheftel 1977).

Dans le cadre d’une étude qui porte sur 1’étude de la flore fongique des graines, nous sommes

intéressés a I’étude de 1’industrie des farines.
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Nous avons comme objectif principal I’isolement, la caractérisation et 1’identification des
isolats fongique et 1’étude des métabolites secondaires afin d’améliorer la qualité
organoleptique du produit final (Farine), diminuer les risques des contaminations fongiques,
identifier les raisons de la profoliration de la flore fongique dans I’industrie et construire une

base de donnée nationale des especes fongiques.
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|.Ble

Les premiers indices d’une agriculture du blé apparaissent il y a 11000 ans, au Moyen-Orient,
dans le «croissant fertil», situé au sud de 1’Anatolie et au nord du la Syrie. Les blés ont
d’abord évolué en dehors de I’intervention humaine, puis sous la pression de sélection qu’ont

exercée les premiers agriculteurs. (Henry et De-Buyser ,2001).

1. Description morphologique
Le blé tendre (Fig.1a) dont le nom scientifique est Triticum aestivum L, fait partie de la tribu

des Triticées et la famille des Gramineae (Tab.1) (Bolot et al., 2009).

C’est une plante annuelle aux racines adventives (Fig.1b) et une tige creuse, formée d'entre-
noeuds, séparées par des noeuds (Fig.1c), zones méristématiques a partir desquelles
s'allongent les entre-noeuds et se différencient les feuilles. Chaque noeud est le point d'attache
d'une feuille. La hauteur de la tige varie selon les variétés, et les conditions de culture, elle
varie de 90 Cm a 150 Cm. (Soltner, 1990 . Pétrequin et Baudais , 1997 ).

Les feuilles sont des nervures paralleles et sont terminées en pointe (Jaques et Clément,
2003). Elles sont formées de deux parties, une partie inférieure entourant la tige, appellée la
gaine (Fig.1d) et une partie supérieure en forme de lame, appellée le limbe (Fig.1le) qui
possede a sa base deux prolongements arques glabre, embrassant plus ou moins completement
la tige : les oreillettes ou stipules (Fig.1f) (Belaid , 1996 et Camille , 1980).

L’Appareil reproducteur est une inflorescence indéfinie qui termine ’appareil végétatif.
L’unité morphologique de base de 1’épi est 1’épillet (Fig.1g). L’ensemble des épillets est
inclus dans deux bractées ou glumes (inférieure et supérieure). Le nombre de fleurs fertiles

par épillet varie de 2 a 4 et peut étre plus. (Gallais et Bannerot , 1992).

Le grain (Fig.2) est un fruit sec et indéhiscent avec une forme ovoide, appelé caryopse,
constitué d’une graine et de téguments (Feuillet , 2000). Sur la face ventrale un sillon qui
s'étend sur toute la longueur. Il est obtenu aprés le battage. A la base dorsale du grain, se
trouve le germe qui est surmonté par une brosse sur la partie supérieur du grain de blé. Ce
derniers 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).
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Régne Veégétal Plantae
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Liliopsyda
Sous-classe Comelinidae
Ordre Cyperales
Famille Poaceae
Sous-famille Pooideae

Tribu Triticeae

Genre Triticum
Espéces Triticum aestivum

Tableau | : Classification botanique de blé tendre (Bonneuil , 2009)

Figure 1 : Description morphologique de la plante de blé tendre.

a.Plante entiere.b.Racines.c. noeuds. d. gaine.e. limbe.f. épillet.g. Epi 1cm
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Figure 2 : Description morphologique (a) et anatomique (b) d'un grain de blé (Feillet .,2000)

2. Cycle de développement

Le blé possede un cycle biologique annuel réparti en période végétative et reproductrice
(Soltner , 2005). Des chercheurs (Gautier ,1991; Boyeldieu ,1999) considérent la maturation
comme une troisieme période. Le cycle végétatif accomplit en trois grandes périodes et
s’étend de la germination jusqu’au la fin du tallage. La période reproductrice, s’étend du
redressement a la fécondation. Elle apparait au cours du tallage et regroupe la formation de
I’ébauche de 1’épi, I’initiation florale (montaison — gonflement) et la méiose-fécondation
(Soltner , 2005). La troisieme période est caractérisée par la formation et maturation des

grains, elle est repérée de la fécondation a la maturation complete du grain (Fig.3).

3. Classification

Le blé a été classé selon la période de culture en trois catégories (Souilah ,2005;Soltner ,2005)
Le blé d’hiver: Le cycle de developpement varie de neuf a onze mois. S'implantent en
automne et caractérisent les régions Méditerranéennes et tempérees. Ces blés subissent une
vernalisation pendant des semaines a des températures de 1 a 5 °C, pour passer du stade
végétatif au stade reproducteur (ne peuvent épier qu'apres avoir été soumis au froid).

Le blé de printemps: Le cycle de croissance est de trois a six mois. Il ne peut pas survivre a
de tres basses températures. Leur épiaison ne dépend que de I'allongement de la durée du jour.
Le blé alternative: Cette catégorie de blé est intermédiaire, sur le plan tolérance au froid,

entre les blés d'hiver et du blé printemps.
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Il existe de nombreuses variété de blé dans le monde, mais de maniére générale, sont toutes

divisés en deux tilizes selon la texture tendre ou dure de I'albumen:

Le blé tendre: C’est un blé de forme arrondie avec une tilize épaisse. Ces blés donnent une

bonne farine panifiable.

Le blé dur : C’est le blé ayant des épis qui possedent de longues pointes appelées « barbe » et
il est parfois nommé «barbu ». Ces grains sont durs a broyer, il est utilisé pour la fabrication

de la semoule et des pates.
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Figure 3 : Cycle de développement du blé (Henry et Buyser. 2000).
4. Blé en Algérié
4.1. Production
La demande de blé en Algérie est couverte, en partie par la production nationale qui oscille,
selon les campagnes (fonction essentiellement, de la pluviométrie), entre 0,9 et 4,9 millions de
tonnes. .
L’analyse de la production de blé en Algérie (Fig.4) fait apparaitre des fluctuations trés
instables. Elle ne présente aucune tendance particuliere, mais a partir de la campagne
1994/95, elle subit une tendance linéaire plus ou moins croissante. Cette tendance subit
pourrait étre due a I’'une des deux raisons essentielles; a savoir une nette amélioration de la
pluviométrie, ainsi que 1’adoptions de nouvelle réformes économiques durant la période
(1989-1995), dont les répercussions se font sentir a partir de 1994 .

La production de blé en Algérie peut étre regroupée en trois zones géographiques:
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Zone a hautes potentialités (Z1) : Cette zone se caractérise par une pluviométrie annuelle
moyenne supérieure a 500 mm, et ses rendements annuels moyens tournent autour des 20
qx/ha, elle couvre les régions suivantes : les plaines de 1’ Algérois et Mitidja, bassin des Issers,
vallées de la Soummam et de I’0Oued El Kébir, vallée de la Seybouse...etc. la superficie
agricole utile sur laquelle s’étend cette zone est estimée a 200.000 ha, dont moins de 20% est

consacrés aux blé.

Zone a moyennes potentialités (Z2) : Elle se caractérisée par une pluviométrie annuelle
comprise entre 400 et 500 mm, mais elle peut étre sujette a des crises climatiques élevées, ses
rendements annuels moyens peuvent varier entre 5 et 15 gx/ha, et elle trouver sur les régions
suivantes : les coteaux de Tlemcen, les vallées du Chélif, le massif de Médéa.... Cette zone

englobe une SAU de 1 000 000 ha dont moins de la moitié est réservee aux blé.

Zone a basses potentialités (Z3) : Elle se caractérisee par un climat semi-aride elle est située
dans les hauts plateaux a 1’est, a I’ouest, et au sud du massif des Aures, la moyenne des
précipitations pluviales est inférieure a 350 mm par an et les rendements en grains sont le plus
souvent inférieurs a 8 qx/ha, cette zone couvre une SAU de 3 millions d’hektar don’t pres de

la moitié est emblavée chaque année en blé.

4.2Varietés de blé tendre

Il existe actuellement en Algérie trois a quatre variétés de blé qui sont originaire de différents
pays et qui ont été introduite grace a I’Institut de Technique des Grandes Cultures (ITGC)
(Doumandiji et al., 2003), il s'agit de :

HIDDAB (HD 1220): Elle est originaire du Mexique et A été selectionné en 1984 a la station
expérimentale du Khroub (Constantine). C’est une variété semi-précoce a préecoce (précocité
a I'épiaison) et a paille moyenne. Son épie est long, blanc. Elle est résistante a la verse au
froid et a la sécheresse, mais trés sensible a la rouille jaune, et sensible a la rouille brune et
noire et au piéti¢ échaudage. C’est une variété qui présente de bonnes caractéristiques
technologiques pour la panification. Elle est recommandée pour les zones sub- littoral (nord
des hauts plateaux). Le rendement optimal en graine est élevé, il atteint 60 Qx/ha, ainsi que sa
force boulangere est éleveé. (1.T.G.C, 2006 et C.N.C.C.S., 2009).

ARZ : Cette variétée est aussi originaire du Mexique et a été obtenu a I'LT.G.C, sa
dénomination local est Beni Slimane (Fig. 6a). Elle est semi précoce résistante au froid, a la

sécheresse et la verse. Sa productivité peut atteindre jusqu’a 30 Qx/ha, on la classe parmi les
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variétés moyennement sensible aux maladies parasitaires telle que la septoriose, la fusariose et
la rouille, sa force boulangeére est élevé (1.T.G.C, 2006 et C.N.C.C.S., 2009).

Anza: Cette variété de blé tendre est connu partout en Algérie. D’origine américaine
(Californie), C’est une variété précoce (plus précoce que Hidhab), elle est productive grace a

son tallage épi élevé (Doumandji et al., 2003).
Des variété de blé tendre trés peu en Algérie et trouvés depuis le colonialisme :

Mahon Demias : Cette variété a été obtenue par les premiers colons francais en Algérie. Elle
est rustique et tardif et dotée d’une paille haute (Fig. 6b). Elle est a semer en zones séches et
sur les sols légers (Doumandiji et al., 2003).

La Tuzelle de Bel-Abbeés : Elle a été introduite par les premiers colons européens, sont en
général tardives posséde un épi sans barbes et de couleur blanc rougeétre et un grain allongé,
blanc et parfois finement ride (Fig. 6¢).

Variété SALAMA : C’est une variété originaire de France, elle a une force boulangere élevée
comme elle est résistante aux maladies parasitaires telles que I’oidium des feuilles, la rouille

jaune et brune et a la septoriose (C.N.C.C.S, 2009).
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Figure 4 : La production de blé tendre en algérie (MADR, 2010)
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I1. Industrie de minoterie

1. Farine

La farine est le produit obtenu a partir des grains de blé tendre aprés mouture et broyage dans
lesquels le son et le germe sont partiellement éliminés et le reste réduit en poudre
suffisamment fine.

La farine de blé tendre est constituée majoritairement de polymeéres glucidiques (amidon et
pentosanes), d’eau, de protéines (hydrosolubles et insolubles), et de lipides (Tab.2). La farine
ne comporte pas d’ardmes volatils, mais les enzymes endogenes vont générer des précurseurs
de composes d’aromes (Boudreau et Menard , 1992).

Il existe actuellement plusieurs types de farine allant de T45 a T150, qui sont classée par
rapport au La classification taux de cendre ou matiéres minérales (Tab.3). Cette
différenciation est basée principalement sur la notion de pureté ou de blancheur, et ne
correspond pas a une notion de valeur technologique méme si le travail des pates est plus aisé

avec des farines blanches qu'avec des farines bises et complétes (Romain et al., 2007).
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Tableau Il : Composition biochimique de la farine (Atwell , 2001)

Constituants

matiéres seche de la farine en %

Amidon 63-72
Protéines 7-15
Eau 13-16
Sucres 4.5-5
Matieres grasses 1-2
Matieres minerals 0.4-0.5

Tableau 111 : Les différentes types de la farine selon leur taux en cendre (ROUSSEL , 1991)

Dénomination Taux d'extraction Taux de cendre
Type 45 68% a 70% Au dessous de 0.5
Type 55 75% De0.540.6

Type 65 78% a 80% De 0.62240.75
Type 80 85% De 0.75 4 0.90
Type 110 88% a 90% Del.0al.20
Type 150 95% Au dessus de 1.40

2. Fabrication

La fabrication de la farine se fait en plusieurs étapes:

Réception: Lors de I’arrivée du blé du lieu de stockage a I'unité de la minoterie, plusieurs

operations sont effectuées. IL s’agit de:

- Contr6le du poids a son arrive s’effectue au moyen d’une pont bascule automatique.

10



B Chapitre | Rappel bibliographique

- Déchargement du grain de blé sur les trémies placées a proximité des cellules de stockage.

- Controle de la qualité du grain de blé par des analyses organoleptiques, physico-

chimiques.

Pré nettoyage: C’est une opération préliminaire qui consiste a une déchargement le blé dans
la trémie dans une grille (tamis de diametre 6¢cm) retient la grosse impureté(pierres, pigeon
mort), afin d’éliminer certaines impuretés dans le lot de blé réceptionné. Par la suite un
séparateur nettoyeur aspirateur travaillant a fort debit pour éliminer les grosses et les fines

impuretés.

Nettoyage: Il Consiste a enlever tous les corps étrangers (cailloux, petits grains, céréales
étrangeres,...) par 1’utilisation d’un tamis et une circulation d’air (petites pierres, paille) ou par

des cylindres (particules métalliques). A la fin du nettoyage, le blé est stocké dans des silos.

Conditionnement: Le conditionnement revét d’une grande importance dans le traitement du
blé, il consiste a mouiller les grains de blé pour permettre une absorption de I’eau par le grain
et une répartition de 1’eau absorbée a I’intérieur du grain pendant la période du repos afin de
permettre une diffusion rapide de 1’eau dans I’albumen et enveloppes, le but de
conditionnement est de modifier 1’état physique de grain afin d’obtenir la meilleur séparation

possible entre I’amande de grain et son enveloppes (Clavel , 1980).

Broyage: C’est ’opération de réduction de la dimension par mise en jeu d’énergie mécanique
(Bourson , 2009). 1 s’agit soit d’un cisaillement, choc ou compression afin de détacher plus
ou moins complétement I'amande qui se brise alors que les enveloppes, plus élastiques,
résistent. 1l est réalisé entre des cylindres cannelés tournant en sens inverse et a des vitesses
différentes. A ce stade le germe est considéré comme un produit (Bourson , 2009).

Claquage: Au niveau de cette étape, c’est le semoule qui se produit aprés une opération de
broyage entre des cylindres lisses pour les transformer en les fins finots.

Tamisage: Appelé aussi blutage, il permet de séparer les produits en provenance des
cylindres lisses et des cylindres cannelés en fonction de leur granulométrie. L'opération est
réalisée dans des plansichters, machines formes d'un assemblage de tamis superposée et
soumis a un mouvement de rotation et de va-et-vient permanent sous l'action d'un moteur
excentrique.

Convertissage: Le convertissage est effectué dans des machines a cylindres lisses,
respectivement des convertisseurs et des claqueurs et les fins finbts de broyage en farine par

des cylindres lisses au dernier convertisseur.

11
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Sassage: C’est une opération qui permet de classer selon la densité les particules d’amande de
provenance et de dimension différentes. Pour le blé tendre le sassage consiste a 1’élimination
des soufflures (épicarpe : pellicule translucide qui se détache du son) on parle alors
d’épuration, pour cela, il faut épurer les semoules destinés a C4, éventuellement a C5
(Bourson, 2009).

Emballage et étiquetage: Cette étape ce faite a 1’aide des tapie roulant qui sert transporté la
farine, le blé et le son des silos de stockage vers la main d’ceuvre aprés vers les machines qui
servent a graver les sachets. Les farines doivent porter sur les sacs les mentions suivantes :
Nom et adresse du meunier, Dénomination de vente, Type de farine (T45, T55,T65,...),
Date limite d’utilisation optimale : DLUO, Le poids pure de farine et La liste des

produites et améliorants utilisés.

Stockage et conditionnement: La farine est stockée en vrac dans des silos (en béton). lls
sont dotés généralement de systemes de contrble de la température qui est un facteur majeur
affectant la qualité des grains durant le stockage. Les silos sont constitués de plusieurs cellules
cylindriques mesurant 30m et plus de hauteur, ils sont hermétiquement fermés a leurs parties
supérieures. A la base une goulotte métallique formée par un clapet permet la vidange et une
tuyauterie est prévue pour d’éventuelles fumigations. Apres, La farine est commercialisée en
sac, elle doit reposer de cinq a quinze jours avant d’étre livrée au boulanger et peut étre

transportée en sac de 50 kg par camion (Minoterie Tafna.2017).

I11. Fungi

1. Définition

Le regne de Fungi , appelé aussi Mycota ou mycetes, est composé d’un nombre estimable de
presque un million d’espéces ; avec seulement 14% de ces organismes ont été decouverts
(Hawksworth et Rossman 1997 ; Hawksworth 2001 ). 1l constitue un large groupe diversifié,
compos¢ d’organismes unicellulaires (Levure), pluricellulaire (Moisissures) et des
macromycetes (champignons supérieurs) qui possedent des parois cellulaires mais a la
différence de celles des plantes, elles sont composées de chitine et non pas de cellulose, la

principale forme de stockage des glucides est le polysaccharide glycogene (Indge 2004).

Historiquement, sur la base d’analyses morphologiques, I’ensemble des champignons était
réparti en cing ordres. Selon le mode de reproduction sexuée, quatre de ces ordres ont été

définis : les Chytridiomycetes, les Zygomycetes, les Basidiomycetes et les Ascomycétes.

12
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Cependant, certaines moisissures, souvent ou exclusivement rencontrées a des stades de
multiplication asexuée, ont été regroupées dans I’ordre des Deutéromycétes ou Fungi
imperfectif. Récemment, des études phylogéniques, basées sur ’analyse de plusieurs génes
(James et al. 2006 ; Hibbett et al. 2007), ont créé une nouvelle classification du réegne des

Eumycota (Fig.6).
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Figure 6 : Phylogénie et classification des champignons basés sur I’analyse de plusieurs

genes (Hibbett et al. 2007).

2. Moisissures

2.1. Caractéristiques générales

Les moisissures sont des champignons microscopiques filamenteux, hétérotrophes et
immobiles. Le terme familier de « moisissures » fait généralement référence a leur texture
laineuse, poudreuse ou cotonneuse, qui peut étre observée a 1’oeil nu sur diverses substrats

vivantes, mortes ou inertes.

La structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryotes classique (Nicklin et al.,2000). Ils
peuvent €tre saprophytes s’ils se développent sur de la matiére organique inerte ou parasites
s’ils se développent sur du vivant. Certains sont symbiotiques car ils vivent en association a

bénéfice réciproque avec d’autres organismes.
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Les moisissures possédent un appareil végétative constitué par un thalle filamenteux appelé
mycélium dont les filaments sont appelés hyphes. Le mycélium peut différencier des organes
variés selon les groupes, spécialisées dans la multiplication et la dissémination ; il s’agit de
spores (Bourgeois ,1989). Les spores peuvent avoir une origine sexuelle ou végeétative. Les
spores d’origine sexuelle résultent d’une fécondation ou d’une méiose alors que les spores

végétatives résultent d’une mitose et sont nommés conidies.

Les moisissures sont aérobies, en genéral, acidophiles (pH compris entre 3 et 7) (Nicklin et
al., 2000) et meésophiles (température optimale 20-30°C) (Botton et al., 1990). Cependant,
certaines espéces sont psychrophiles). Elles ont, en générale, un faible besoin en eau par
rapport a d’autres microorganismes (aw= 0.65) (Boiron , 1996). Elles sont souvent dotées de
propriétés lytiques importantes (cellulolytique, pectinolytique, amylolytique, protéolytique,
lipolytique, etc...) qui en font des agents de dégradation dangereux mais aussi parfois des

alliés utiles (affinage des fromages, production d’enzymes).

2.2. Cycle de vie

Le cycle de vie des moisissures (Fig.7) commence lorsque les conditions du milieu extérieur
sont favorables, les moisissures produisent, & maturité, des spores qui peuvent étre
transportées par les courants d’air ou par les humains et les animaux. Ces spores sont une
forme latente et permettent aux moisissures de résister a des conditions extrémes (le gel, les

feux ; le processus de digestion et les grandes secheresses).

Le cycle de vie des moisissures en milieu intérieur débute par la germination, qui se
déclenchera par la présence d’eau combinée ou non a certains facteurs trés spécifiques comme
I’intensité lumineuse, certaines températures ou types d’éléments nutritifs. La spore germera
alors et donnera naissance a un premier filament non différencié, appelé hyphe, qui
s’allongera pour former un ensemble appelé mycélium. Cet ensemble de filaments, plus ou
moins ramifiés, constitue le thalle des champignons. En présence de conditions favorables a la
sporulation, le mycélium donnera naissance a des structures plus spécialisées, qui produiront
des spores asexuées (conidies) ou, plus rarement, des spores sexuées. Chaque moisissure
produit un trés grand nombre de spores dont I’ensemble, appelé sporée, se présente tres
souvent sous un aspect poudreux et coloré a la surface de la moisissure. La taille, la forme et
la couleur des spores de moisissures varient grandement d’une espéce a I’autre. Par contre, en
microscopie, toutes les spores d’une méme espece sont de couleur, de dimension et de forme
relativement constantes ce qui, dans bien des cas, constitue un élément d’identification
taxonomique.

14
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Figure 7 : Cycle de vie des moisissures.

2.2. Classification

Les moisissures ne correspondent pas a un groupe systématique homogene, mais se situent en
diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée sur des
caracteres morphologiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction. La
classification de Hawksworth, modifiée par (Kwon Chung et Bennett,1992), est la plus

utilisée actuellement. Quatre divisions sont distinguées, il s’agit de :

Deutéromycetes : Egalement appelés champignons imparfaits, les Deutéromycétes sont
caractérises par un mycelium cloisonné et une reproduction végétative réalisée par des spores
asexuées ou par simple fragmentation du mycélium (Boiron , 1996). Ces moisissures
constituent la majeure partie des Hyphales ; elles sont classées en fonction des caractéristiques
des organes conidiens et du mode de groupement des hyphes. Le groupe des Deutéromycetes
contient un grand nombre de contaminants de végétaux et de produits alimentaires :
Trichoderma, Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum, cette classe regroupe aussi les
Penicillium et les Aspergillus (Frazier , 1967). montre des exemples de quelques genres

appartenant a ces différentes classes.

Zygomycetes: Ces moisissures possédent un thalle mycélien non cloisonné et des organes de
reproduction sexuée (Guiraud , 1998). La famille la plus importante dans cette classe est celle
de Mucorales qui comprennent un grand nombre de moisissures saprophytes mais aussi
quelques espéces parasites des champignons, des animaux et des hommes (mucormycoses) et
surtout des contaminants de nombreux produits alimentaires (Leveau et Bouix , 1993 ; Boiron
1996). Certaines Mucorales sont parfois utilisees industriellement en raison de leurs activites

enzymatiques (amylase, protéase...) comme Rhizopus et Mucor (Guiraud , 1998).

15



B Chapitre | Rappel bibliographique

Ascomycetes: Elles sont définies comme des champignons a thalle mycélien cloisonne, dont
le mode de reproduction est sexué avec des spores endogenes (ascospores). Cette classe
regroupe de nombreux parasites des veégétaux mais aussi de nombreuses moisissures (Guiraud
1998). Elles sont cependant plus particulierement nombreuses dans 1’ordre des Eurotiales, des
Microscales et des Sphaeriales. Dans cette classe, le genre le plus connu est Endothia et
Neurospora.

Basidiomycetes : Elles regroupent seulement certaines moisissures parasites. Elles sont
caractérisees par un thalle a mycélium septé et une reproduction sexuée avec la formation de

spores exogenes (basidiospores), ¢’est le cas de Agaricus et Coprinus (Botton et al., 1999).

Les genres les plus importants de point de vue économique et médical sont les Aspergillus, les
Penicillium et les Fusarium qui représentent les dominants de la flore des moisi.se sont les
contaminants les plus fréquents des aliments, ils se trouvent principalement dans les céréales,

mais aussi dans de nombreux autres produits végétaux et d’origine animale.

2.2.1. Aspergillus

Le genre Aspergillus fait partie du phylum des deutéromycetes. Il comprend environ 185
espéces devisé en 18 groupes morphologiquement, génétiqguement et physiologiquement
proches (Raper et Fennell, 1965; Botton et al., 1990; Roquebert, 1998). IlIs sont tous des
saprophytes capables de se développer dans la matiére organique en décomposition, dans le
sol, le compost, les denrées alimentaires et les céréales. (Morin , 1994) et sur les d’autre
végétaux malades. lls colonisent des plantes déja endommagées par des blessures, des piqlres
d’insectes ou des attaques d’autres champignons. Mais ils sont plus souvent associés aux
régions a climat chaud (Castegnaro. et Pfohl-Leszkowicz , 2002). Dans de mauvaises
conditions de stockage, ces champignons peuvent évoluer et devenir des parasites. La
température optimale de croissance des Aspergillus se situe le plus souvent entre 25°C et
40°C. De ce fait, leur distribution est plutét tropicale et subtropicale.

Les Aspergillus sont caractérises sur le plan morphologique par la présence de conidiophores
dressés, terminés par une vésicule supportant, soit une seule rangée de phialides (structure
unisériée), soit une rangée de phialides et une rangée de cellules sous-jacentes appelées
métules (structure bisériée). Les phialides et les métules sont également dénommées stigmates
(Fig.8) (Badillet et al., 1987) Les conidies produites en grand nombre par les phialides
donnent, a la téte conidienne, un aspect radié si les stérigmates couvrent I'ensemble de la

vésicule, ou une apparence en colonne si seule la partie supérieure de celle-ci est fertile.
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Les especes appartenant au genre Aspergillus ont la capacité de provoquer des maladies aussi
bien que chez ’homme et les animaux (aspergillose pulmonaire, allergies ou mycotoxicoses).
Seulement 40 espéces sont soupgonnés d’étre 1’origine de processus infectieux ; mais le
nombre est beaucoup plus important. Cependant ils sont aussi capables de produire des acides

organiques et des pigments utiles en alimentation et en industrie (Schuster et al., 2002).

2.2.2. Penicillium

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des Ascomycetes. Ce
genre comprend environ 227 especes définies essentiellement d’apres les caractéres du thalle,
des pénicilles et des spores (Fig.8) (Pitt, 1988). L’aspect du conidiophore qui est divisé en
articles rappelant ainsi la forme d’un pinceau (Fig. 8) d’ou le nom Penicillium (Champion
1997). Comme dans le cas des Aspergillus, les spores asexuées ou bien les conidies ou

conidiospores sont synthétisé par bourgeonnement (Larpent et Laprent-Gouraud, 1990).

Les Penicillium sont des champignons pour la plupart trés communs dans 1’environnement,
ils sont ubiquitaires, saprophytes et opportunistes, pouvant étre responsables de nombreuses
dégradations. 1ls ont pour habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matieres
organiques en décomposition, le compost et les céréales (Pitt et Hocking, 1991). Les especes
du genre Penicillium se développent normalement dans des milieux ou ’activité de I’eau est
plus élevée que celle permettant la croissance des Aspergillus, a des températures plus basses,

ce que fait d’eaux des contaminants fréquents des régions tempérées.

2.2.3. Fusarium

Le genre Fusarium est composé de champignons cosmopolites appartenant au phylum de
Deuteromycota; et regroupe pres de 40 espéces largement répondues dans la nature et vivants
en saprophytes. Ils se caractérisent par la forme de ces macro conidies qui est fusiforme et

cloisonnées, d’ou le nom Fusarium qui vient de « fusus» qui indique fuseau (Fig.8).

Certaines especes sont phytopathogénes et beaucoup produisent des mycotoxines
contaminants les denrées alimentaires et provoquant alors des maladies graves
(mycotoxicoses) chez les herbivores (Chabasse et al., 2002). Les fusarioses participent a la
réduction du rendement et de la qualité des grains en compromettant la valeur (Abramson et
al., 2001).

Les champignons du genre Fusarium appartiennent aux hyalo-hyphomycetes et présentent un
mycélium septé et incolore. En culture, les colonies présentent souvent des nuances roses,

jaunes, rouges ou violettes. Les cellules conidiogenes se forment sur des hyphes aériens ou
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sur des conidiophores courts et densément branchés (Fig.9). Les conidies sont de trois types :

macroconidies, microconidies et blast conidies (Fig.8)
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Figure 8 : Caractéristiques morphologiques des tétes d’Aspergillus (a) et Penicillium (b) et
Fusarium (C) (Tabuc., 2007).

Aspergillus niger Penicillium Fusarium

Figure 9 : Aspects morphologiques des colonies.

3. Utilisation
Grace a la capacité des moisissures a produire une grande diversité de molécules produits au

cours des metabolismes primaire ou secondaire ils jouent un réle primordial dans divers
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domaines (Alimentaire, chimique, pharmaceutique,), et peuvent aussi présenter un risque sur

la santé humaine.

Leur intérét industriel basé sur leur activité biologique dans la production d’une grande
diversité de molécules produites au cours des métabolismes primaires et secondaires,

exploitées en particulier par 1’industrie pharmaceutique et en médecine (Larpend-Gourgaud et

Sanglier,1992).
3.1.Intérét alimentaire

Les champignons filamenteux sont des producteurs importants d’acides organiques comme
I’acide gluconique, ’acide malique, 1’acide acétique et ’acide citrique (Leveau et Bouix,
1993 ; Boiron, 1996). il est notamment produit par Aspergillus niger, ou 60% de sa

production est destinée au secteur alimentaire (Botton et al., 1999).

La production de biomasse peut étre une source importante pour 1’alimentation animale
et méme humaine, en servant de complémentation des produits céréaliers. Quelques espéces
fongiques ont un grand usage, c’est le cas d’Aspergillus niger, de Fusarium graminearum et
de Trichoderma harzianum (Botton et al., 1999 ; Larpent- Gourgaud et Sanglier, 1 992 ;
Delgado-Jarana et al., 2002).

3.2. Intérét chimique

Il s’agit essentiellement de 1’utilisation des protéases alcalines d’Aspergillus oryzae et de

Stachybotrys chartarum dans les détergents (Miller, 2002).

La production de cellulase par Aspergillus niger et Trichoderma harzianum présente une
diversité d’applications industrielles, ou 48% de sa production par ces deux especes fongiques
et le genre Penicillium est utilisée pour I’industrialisation des papiers et les textiles
(DelgadoJarana et al., 2002).

Certains genres fongiques tels que Aspergillus, Mucor et Penicillium sont capables de
synthése des lipides en quantités importantes et constituent une source potentielle d’utilisation

chimique (Botton et al., 1999).

En biolixiviation seules les bactéries présentent un intérét industriel. Cependant, certaines
moisissures possédent d’intéressantes propriétés ; Aspergillus ochraceus, Penicillium
funiculosum et Rhizopus arrhizus sont capables d’absorber de I'uranium du minerai. Les

milieux de culture carencés en facteurs de croissance et en sels minéraux, diminuent le taux
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de croissance, mais stimulent ce phénomeéne (Boiron, 1996 ; Larpent Gourgaud et Sanglier
1992 ; Botton et al., 1999).

3.3.Intérét pharmaceutique

La production industrielle en vitamines se limite a une partie de la synthese de la riboflavine
produite spécialement par Eemothecium ashbyii cultivé en milieu agité et supplémenté en
lipides. La vitamine A pourrait faire 1’objet d’une production microbiologique par les
champignons notamment les espéces de l’ordre des mucorales (Botton et al., 1999).
Les champignons filamenteux sont des grands producteurs d’antibiotiques tel que la
pénicilline synthétisé par le genre Penicillium et la céphalosporine produite par
Cephalosporium (Larpend- Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Botton et al., 1999). Cependant les

acides organiques d’origine fongique n’ont pas une application pharmaceutique importante.
3.4.Intérét médical

Les premiers produits d’origine fongique en médecine sont les alcaloides de I’ergot de seigle
(ergotamine), utilisés en gynécologie et pour diverses autres indications (Boiron, 1996 ;
Botton et al., 1999).

La découverte de la cyclosporine, puissant agent immunodépresseur, puis la mise en
évidence de corrélation entre 1’activité de certaines enzymes et diverses pathologies ont
permis de donner un grand essor aux sciences médicales et pharmaceutiques (Botton et al.,
1999).

4. Effets
4.1. Denrées alimentaires
Les champignons filamenteux sont des agents actifs de dégradation de nombreux produits

alimentaires, provoquant des changements d’aspect et des altérations organoleptiques.

De ce fait, elles créent une bonne flore indicatrice de la qualité générale des produits d’origine
végétale notamment le blé. Leur développement sur celui-ci peut engendrer des odeurs de
moisi qui se retrouvent ensuite dans le pain et une modification des propriétés plastiques des
pates (Portelli .1999).

Quand les grains sont récoltés humides, insuffisamment séchés ou lorsqu’elles prennent de

I’humidité pendant le stockage, les Aspergillus et pénicillium peuvent évoluer rapidement et
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se changent de saprophytes en parasites et entrainent une baisse importante de la faculté

germinative sur les semences (Champion, 1997).

Certain genre fongique comme Fusarium sont des phytopathogénes et beaucoup produisent
des mycotoxines contaminants les denrées alimentaires et provoquant alors des maladies
graves chez les herbivores (mycotoxicoses) (Chabasse et al., 2002). Ils réduisent le rendement
et la qualité des céréales et compromettent la valeur boulangere du blé, elles ont besoin d’une

humidité élevée pour chasser (Abramson et al., 2001).

4.2. Santé humaine

Les effets des champignons sur la santé des occupants sont fonction du mode et de
I’importance de 1’exposition, de la nature de 1’agent en cause et de la susceptibilité¢ des
individus exposés (état de santé, age, etc.). Des effets irritatifs, immunologiques, infectieux
et toxiques ont été reportés (Fischer et Dott, 2003).

IVV. Mycotoxines

1. Définition

Le terme Mycotoxine provient du grec ancien « Mycos », qui signifie champignon, et du latin
« Toxicum » signifiant poison. Les mycotoxines sont des métabolites toxiques raffinées par
des champignons. Il subsiste des centaines de mycotoxines différentes qui different de par
leur composition chimique et leurs effets sur les animaux et ’homme. Elles sont produites
lors de quatre processus différents. Elles sont produite lors du métabolisme secondaire
fongique ou de la bioconversion de composés végétaux (ex : dicoumarol), soit aussi suite a
une réaction de la plante a des agressions (ex : coumestrol) ou issues de 1’association plante-

champignons (cas des champignons endo phytes).

L'origine chimique des mycotoxines est tres diverses certaines dérivent, des acides aminés
(alcaloides de I'ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique, slaframine, gliotoxine,
roquefortine, sporodesmine), des polycétoacides (aflatoxines, ochratoxine, patuline, citrinine.
acide  pénicilliqgue, stérigmatocystine,  zéaralénone), des  dérivés terpéniques
(diacétoxyscirpénol, fusarénone, désoxynivalénol, roridines, toxine T-2, verrucarine) ou

encore des dérivés d’acides gras (fumonisines, alternariol) (Pfohl-Leszkowicz. 1999).

2. Catégories
Les mycotoxines sont produites dans les matiéres alimentaires, leur decontamination est tres

difficile. Ces molécules ne sont pas écroulées au cours d’un stockage prolongé et sont souvent
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résistantes aux traitements thermiques ou chimiques (Cahagnier et al., 1998).L’ochratoxine,
I’aflatoxine, la patuline, la citrinine, la fumosine et les trichothécénes sont les mycotoxines les
plus communément retrouvées dans les produits alimentaires (Reboux, 2006). Les principales
mycotoxines savent étre produites par 5 types de champignons : Aspergillus,Penicillium,
Fusarium, Claviceps et Alternaria .Compte tenu de leurs propriétés toxiques chez I’homme et
I’animal et de leur fréquence de contamination des matiéres premieres et des aliments, les
mycotoxines les plus importantes sont les aflatoxines, I’ochratoxine A, les fumonisines, les

trichothécenes et la zéaralénone (Tab.IV).

2.1. Les Aflatoxines

Les Aflatoxines sont des métabolites secondaires des moisissures connues pour étre
directement toxiques et potentiellement cancérogenes. Elles ont été détectées dans diverses
denrées alimentaires et sont actuellement considérées comme 1’un des contaminants les plus
dangereux de 1’alimentation . Trois espéces d’Aspergillus sont connues pour leur capacité a
synthétiser des aflatoxines. A. flavus produit principalement 1’aflatoxine B1 et 1’aflatoxine B2,
A. parasiticus, produit les 4aflatoxines (B1 ; B2, G1, G2) et A. nomius, une souche rare,
proche de A. flavus, est capable de produire des aflatoxines (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz
2002).

2.2.0chratoxines

Les ochratoxines sont produites par diverses moisissures des genres Aspergillus et
Penicillium. Parmi les 9 ochratoxines décrites, seule ’ochratoxine A et dans une moindre
mesure la B présente un risque de toxicité. Elle est synthétisée par la voie des polycétoacides
(Bejaoui, 2014). L’ochratoxine A (OTA) a été découverte pour la premiére fois chez
A.ochraceus (Van der Merwe et al., 2001). Elle est produite par deux genres fongiques :
Aspergillus (A. ochraceus, A. cabonarius, A. niger, etc.) et Penicillium (P. verrucosum, P.
nordicum, etc.). Le genre Aspergilllus est bien adapté pour les climats chauds alors que
Penicillium se développe bien dans les climats tempérés. C’est pour cette raison que la
présence d’OTA a été détecté dans de nombreux produits agricoles de différentes régions du
monde.

2.3. Trichothécenes

Ce sont des métabolites fongiques connus pour contaminer les grains stockés de blé, le mais,
I’orge ,I’avoine et aussi d’autres produits agricoles (Ueno.1977). La production de
trichothécenes dépend de la température et de 1’activité de I’eau. Elles sont produites par

Fusarium tricinctum, F. sporotrichioides, F. poaea pour le type A et F. graminearum, F.
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tricinctum, F. nivale, F. culmorum pour le type B. Parmi la dizaine de molécules qui peuvent
contaminer les aliments, seules trois sont fréquentes : le désoxynivalénol (DON), la Toxine et
le diacétoxyscirpénol (DAS).

2.4.Fumonisines

Les fumonisines sont un groupe de mycotoxines recemment caractérisées chez quelques
especes de Fusarium, notamment F. moniliforme, infectant les cultures de céréales dans des
conditions climatiques particulieres. La fumonisine B1 est la plus abondante dans les aliments

dérivés destinés au bétail et a I’homme (Ducret. 2000).

2.5. Zéaralénone

De plus elle est produite par Fusarium graminearum, F. culmorum et F. crookwellense qui
sont des contaminants fréquents des aliments. L occurrence de ces toxines est favorisée par
I’élévation de la teneur en eau et la diminution de température. Des concentrations élevées de

zearalénones ont été mesurées dans le blé stocké dans des conditions humides (Agag , 2004).

2.6. Patuline
Elle est produite principalement par Penicillium expansum et dans une moindre mesure par
Aspergillus clavatus et Byssochlamys nivea. Ces moisissures peuvent se développer dans des
atmospheéres confinées contrairement a la plupart des champignons microscopiques. (Chotia,
1999).

Tableau 1V : Structure chimique princépaux types des mycotoxines
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Figure 10 : Biosynthése de quelques mycotoxines (Tabuc. 2007).

3. Facteurs influencant la production des mycotoxines
La production des mycotoxines dépende d’un ensemble de facteurs qui sont intrinseques,

c'est-a-dire liés au champignon producteur et a des facteurs externes liés a 1’environnement.

3.1. Facteurs intrinseques

Aucune relation directe entre espéce fongique et mycotoxine n’a été distinguée, mais il a été
déja démontré qu’une méme molécule peut-étre produite par plusieurs espéces fongiques
dépendant & des genres différents. Par exemple, /’ochratoxine A (OTA) est produite par
Penicillium nordicum, P. verrucosum , Aspergillus ochraceus (Van der Merwe et al., 2001),
Aspergillus niger (Abarca et al., 1994) et Aspergillus carbonarius (Horie , 1995). Parmi les
especes renommées toxinogenes, toutes les souches n’ont pas nécessairement la capacité a
produire la (les) mycotoxine(s), c’est-a-dire que certaines souches sont strictement
productrices de toxines alors que d’autres le sont mais a des degrés inférieur ou bien non

toxinogenes (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz. 2002).
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Cependant, certaines mycotoxines sont étroitement jointes a certaines especes fongiques :
aflatoxines (A. flavus et A. parasiticus), sporidesmines (Pithomyces chartarum) (Fitzgerald et
al., 1998). La toxinogénése d’un champignon ainsi que la quantité produite dépendent de la
souche (polymorphisme génétique) et du stade de développement de la mycete (Blumenthal.
2004).

3.2. Facteurs extrinseques

Les facteurs extrinséques ou environnementaux simulant la production de mycotoxines sont
d’origine chimique, physique et biologique (Mitchell et al., 2004). Cependant, ces facteurs
créent rarement d’une fagon indépendante (Lacey 1986) et leurs interactions sont

habituellement plus importantes que I’effet d’un facteur simple.

3.2.1. Facteurs qui affectant la production des mycotoxines
Les deux facteurs physiques essentiels qui influent la croissance et la production de

mycotoxine sont la température et I'humidité (Mitchell et al., 2004).

3.2.1.1 Activité de I’eau

L’activité hydrique nécessaire a la toxinogénese est supérieure a celle admettant la croissance
fongique (Pfohl-Leszkowicz., 2001). La formation des aflatoxines par Aspergillus flavus
nécessite une valeur d’aw comprise entre 0,83 et 0,87 mais la croissance du microorganisme

peut avoir lieu & des valeurs d’aw plus basses (Troller. 1980).

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

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

3.2.1.3 Humidité

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

séchés.
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Alors que pour des teneurs en eau elevees (céreale humides ) la toxinogéneése est plus faible a
cause du défaut d’oxynogénation résultant du tassement de la denrées et de la moindre

diffusion des gaz .

3.2.1.4 Teneur en eau

La teneur en eau (communément « humidité ») de la substrat rend compte de I’hydratation
d’un produit. Elle s’exprime en gramme d’eau rapportée a 100 g de substance humide. En
effet, les champignons de champs adjurent typiquement une haute teneur en humidité dans le
substrat(22-25 %) par rapport aux champignons de stockage (13-18 %) (Samson,R.A. et al.,
2005).

3.2.1.5. Température
La température optimale de toxinogénese est en général voisine de la température optimale de

croissance .

3.2.2.Facteur biologiques

3.2.2.1 Prédateurs

Les insectes et les acariens sont des vecteurs de spores de moisissures qu’il induisent a
I’intérieure méme du grain par des lésions qu’il procréent en effet, la contamination
d’arachides,de blé et du mais par Aspergillus flavus ou les aflatoxines avant la récolte sont

souvent attachées a 1’attaque par les insectes (benmansour. 2005) .

3.2.2.2 Mycoflore

L’association d’autres espéces fongiques a une souche toxinogéne a généralement un effet
déprimé sur la production de toxine pour 2 raison essentielles :

- D’une part, en fonction du contexte écologique , il existe une compétition pour le substrat

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

Notre étude porte sur «Les analyses physico-chimiques et I'étude mycologique et la détection
des mycotoxines au niveau de la farine et de blé »a été réalisé simultanément au niveau de
I’industrie Agrodiv-Blida et le laboratoire de pédagogie de la faculté des sciences de

P’université Dr Yahia Farés —Media-.

1. Echantillonnage
La collecte des différents échantillons nécessaire a la réalisation de cette étude a eu lieu au

niveau de I’industrie Agrodiv- Blida-

Les grains de blé que nous avons collecté pour notre étude sont des grains de blé tendre de la
variété el hiddab, C’est une wvariété trés connue pour ses bonnes caractéristiques

technologiques pour la panification, et autre produits ((1.T.G.C, 2006).

L’échantillonnage des différents produits a été effectué en suivant les étapes du digramme de
fabrication de farine (Fig.11).Nous avons retenus pour cette étude : blé réceptionnée, blé mise
on d'oeuvre, blé avant bl et la farine pour la réalisation d’une étude des paramétres physique,
chimique et technologique. Les échantillons ont été collectés dans des sachets stérile et puis
ont fait 1’objet des différents analyses ont niveau du laboratoire d’analyse de 1’industrie

Agrodiv-Blida .

Pour I’¢tude mycologique, I’échantillonnage a été réalisé dans les conditions d’asepsie. Avant
la collecte des échantillons des récipients en verre ont été préalablement stérilisés par
autoclavage (120C/20mn) et avec port des gants. Les échantillons ont été transporté dans les
conditions de froid et conservé au froid a 4C (annexe.4). Nous avons réalisé un
échantillonnage de la surface au niveau de la salle de stockage afin de vérifier 1’état des lieux
de stockage par une détermination d’une possibilité d’une contamination mycologique et les

conditions physico-chimique impliqué.
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Les échantillons Les etapes du fabrication Les produits
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Figure 11 : Diagramme de prélévement et fabrication de blé en farine dans
I'industrie Agrodiv- Blida

2. Analyse physicochimique

2.1. Teneur en eau

La teneur en eau (TE) est définie comme étant la perte de masse, exprimée en pourcentage.
Une quantité connue (mo) du produit (blé réceptionné, blé mise en ceuvre, blé avant b1, farine)
a analyser a été mise a un séchage (m;) a une température comprise entre 130°C et 133°C
pendant 2 heures, et a pression atmosphérique normale. La teneur en eau est donnee par la

formule 1.
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Formule 1. TE (%) = 100 x (Mg —m3) / mg

2.2. Détermination de taux des cendres

La détermination du taux des matieres minérales, principalement réparties dans les
enveloppes et les germes, donne une indication sur le taux d’extraction pour le meunier aussi
est un moyen utilisé pour contr6lé la pureté de produit (FEILLET. 2000).La détermination des
taux des cendre a éte realisée suivant la méthode COORD GROSCLAUDE. Elle repose sur la
calcination de 5+0.1g de farine (mo) & une température de 550°C.

Avant I’incinération, il est nécessaire d’ajouter de 1’éthanol 96° au produit pour I’enflammer,
aprés que le produit soit brulé, I’échantillon a été pesé une seconde fois (mj) apres une
introduction a I’intérieur d’un four pour une combustion compléte pour au minimum 4 heures.
Le taux de cendre (Tc) exprime en pourcentage en masse rapporté a la matiére séche est
donné par la formule 2.

Formule 2: Tc% =100 x (m2-m0)/(m1-mO0)

mO : est la masse, en gramme, de la nacelle vide

ml : est la masse, en gramme, de la capsule et de la prise d’essai (farine).

m2 : est la masse, en gramme, de la capsule et du résidu (cendre).

H (TE) : est la teneur en eau exprime en % en masse de 1’échantillon pour essai( c’est
détermine).

TM : taux de matiére seche

TM% = (TC x 100/100-H)

La différence entre le taux de matiere seche et le taux de cendre est inférieur ou égale 0.2
TM% — Tc% < 0.2

2.3. Détermination de la teneur en gluten

Le Gluten est un composé principal de la fraction protéique des blés, insoluble dans les
solutions salines, c’est une substance plastoélastique. Il est considéré comme moyen
d’estimation de la qualité¢ de la pate. Il s’agit de la détermination de la teneur en gluten par

méthode de (Mauze.1972).
2.3.1. Gluten humide

Pour mesurer la quantité de gluten humide un paton a été réalisé avec 10g de farine (mq)
mélangée avec Sml d’eau salée a 10% de NaCl. Aprés 10 mn de repos, le gluten a été isolé par

lixiviation. La lixiviation consiste & un lavage du paton sous un mince filet d’eau avec

30



BN Chapitre 11 Méthodes et matériels

malaxage afin d’évacuer ’amidon et les matiéres solubles dans I’ecau. Le gluten obtenu a été
essoré puis pesé (my).

La teneur en gluten humide (GH) est exprimée en pourcentage de la fraction massique de
I’échantillon initial par la formule 3.

Formule 3. GH (%) =(m1/mg)x100

2.3.2. Gluten séche

Le principe du dosage du gluten sec repose sur le séchage ou 1’¢élimination de la fraction d’eau
présente dans le gluten humide a I’aide des plaques chauffantes. Une boule de gluten humide
obtenue par la méthode spécifiée précédemment a été déposé sur une plaque chauffante
préchauffée pendant 5 min . Le gluten séché a été pesé (m,), La teneur en gluten sec (GS)
exprimée en pourcentage de fraction massique de I'échantillon initial par la formule 4.
Formule 4. GS (%) = (m2/m1)x100

2.4. Taux d’affleurement

Le taux d’affleurement est la quantité de refus obtenus aprés tamisage de 100g (mg) de farine
pendant 5min a travers une planchister & un tamis de 200pum de porosité. Le refus de tamis a
été pesé (m,) et a été exprimée en pourcentage par la formule 5.

Formule 5. Taux d’affleurement = 100x m1/mq

2.5. Poids spécifique

Le poids spécifique (PS) est une mesure qui permet de déterminer la masse des graines pour
un volume donnée (kg/hl), ¢’est la masse volumique dite masse a I’hectolitre(l.T.C.F., 2001).
Elle est considérée comme un indicateur de la valeur de blé (Scotti. 1997).

La mesure consistée a utiliser un appareil appelé (Nelma-litre), qui a un volume d’un litre. La
trémie a été rempli avec un échantillon de blé débarrassé manuellement des grosses
impuretés, puis I’obturateur a été ouvert pour laisser couler les grains dans la mesure d’un
litre. La tremie a été enlevé et suspendu la mesure a la balance pour la peser avec

précision.
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3. Etude de la densité de la flore mycologique
La détermination de la densité de la flore mycologique a pour but d’évaluer la contamination

des grains de blé et des farines par les moisissures.

3.1. Isolement et dénombrement de la flore fongique totale de la farine

L’isolement des moisissures a partir des échantillons de farine a été réalisé selon la méthode
de suspension-dilution largement utilisée dans la littérature (Weidenbdrner et al., 2000 ; Lana
et al., 2003).

Dans un tube a essai stérile, 1g de farine a été porté aseptiquement dans 9ml d’eau
physiologique(Annexe 02) stérile (8,5 g de NaCl/l) additionné de 0,1% (9pul) de tween 80. Le
tween a comme rdle de favoriser la dispersion des spores. A partir de cette solution mere, des
dilutions 10™ et 107 ont été réalisé. 100pL de la solution mére et les dilutions a été déposé
puis étalés sur des boites de Pétri contenant le milieu PDA acidifié et CDA(Annexe 01).
Aprés une incubation a 25°C pendant 7 a 10 jours a I’obscurité, les colonies de moisissures

sont denombrées (Chabasse D et Bouchara. 1997 ; Champion. 1997 ; Bourée,2001).

3.2. Isolement et dénombrement de la flore fongique totale des grains de blé

Les grains de blé ont été placés dans un flacon contenant de I'hypochlorite de sodium pendant
2 minutes puis lavés avec de 1’eau distillée stérile. Les grains ont été séchés avec du papier
filtre stérile.

Les grains a surface stérile ont été ensemencé a la surface des boites de Pétri (Fig.12)

contenant des milieux PDA acidifié et CDA (Annexe 1).Apres une incubation pendant 5j a

25C°, les isolats qui ont pu se développer ont été dénombreé (Pacin. et al., 2002 ; Ghiasian et
al., 2004).

Figure 12 : Ensemencement des grains de blé sur la surface du milieu de culture.
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3.3. Purification et conservation

Aprés le dénombrement des moisissures obtenus des différents produits testé, plusieurs
repiquages successifs sur des milieux PDA et CDA ont été réalisés (Incubation a 25°C
pendant 7j). Un code a été donné aux isolats purifies (Annexe 03), ensuite ont été gardés a
4°C afin d’assurer leur conservation. La conservation a long terme a été réalisée par dép6t de

100 pl d’une culture jeune dans des tubes contenant le milieu de PDA et 40% de glycérol.

4. ldentification des moisissures
L’identification des isolats des moisissures obtenus a fait essentiellement appel aux caracteres

culturaux et morphologiques des moisissures (Botton et al.,1990).

4.1. ldentification macroscopique

Les caracteres morphologiques et culturaux sont déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur deux milieux de cultures spécifiques différents, CYA et G25N (Annexe 01)
et incubée a des températures différentes : 25°C et 37°C pendant une période de 7 jours.
L'identification macroscopique a été réalisée a 1’aide d’une observation a la loupe et est basée
sur la détermination des caracteres suivant :

- La vitesse de croissance (rapide entre 24 a 4 h, moyenne 5 jours ,, lente entre 5a 7 jours,)

- La texture des colonies.

- La couleur des colonies.

- La couleur du revers de la culture.

- Le mode de reproduction.

5. Identification des genres par la technique de micro-culture

L’examen microscopique est effectué par la méthode de micro culture décrite par (Haris.
1989). Cette technique repose sur I’inoculation des spores des moisissures sur des lames
munies de petits carrés de PDA acidifié solidifiés et les recouvrir par des lamelles. Les spores
sont ensemenceées sur les limites periphériques du milieu. L’ensemble est conditionné dans
une chambre stérile et humide puis incubée a 25°C pendant 2 a 3 jours.

Aprés I’incubation, les lamelles auxquelles s’adhére le mycélium, sont déposées sur des
nouvelles lames stériles contenant quelques gouttes de lactophénol (Annexe 02).
L’observation microscopique se fait aux grossissements x10, x40, x100. Les genres sont
détermines par les caractéres culturaux et microscopiques en se référant au manuel de (Barnet.
et Hunter. 1972).

L'étude microscopique du mycélium est basée sur :
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- L'absence ou présence de cloisons, au niveau des hyphes.
- Couleur des filaments mycéliens.

- Mode de ramification des cloisons.

6. Caractérisation biochimique

Les caractéristiqgue des moisissures sont déterminez par l'utilisation des tests biochimiques
tels que les tests en galerie APl (20C ou ID 32C) ou les tests en plaque Biolog TM.
La technologie Biolog TM utilise des microplaques de 96 puits préts a I'emploi avec 95
substrats carbonés de 6 a 8 classes différentes pour une meilleure discrimination. La capacité
d'un isolat a métaboliser chaque substrat est mesurée par la présence ou l'absence d'une
coloration rouge pour les champignons filamenteux. Cette coloration est due a I'oxydation du
iodonitrotetrazolium par la respiration cellulaire des micro-organismes. Le virage de certains
puits crée une empreinte phénotypique qui est analysée par le logiciel pour identifier ou
caractériser un organisme. Mais 1’utilisation de ces tests Biolog TM s’accompagne souvent
d’observations macroscopiques et Microscopiques.

L’identification conventionnelle ou biochimique des moisissures ne permet pas une
identification fiable et nécessite souvent une confirmation d’identification par séquencage.
C’est pourquoi, de nombreuses méthodes moléculaires d’identification ont été développées
afin de permettre une meilleure spécificité d’identification des moisissures et de diminuer la

durée de I’identification sans passer par une étape de s€quencage.

7. Etude mycotoxicologique
La détection et I’identification des mycotoxines produits par nos isolats a été réalisé¢ en
deux étapes :

» Enrichissement, extraction et purification par la méthode de fermentation.

» Détention et identification par HPLC.

7.1. Fermentation

Afin d’obtenir une production optimale des mycotoxines, une fermentation sur le milieu
Czapeck dox liquid (Annex 01) liquide a été réalisé (Pamel. et al., 2010).

La fermentation a été réalisée dans des erlenmeyers de 250 ml contenant 100 ml du milieu de
culture Czapeck dox ( Annex 01) aun pH de 5,5. Le milieu a été inoculé avec huit disques

fabriqué par un papier filtre ces disques sont déposé dans une erlenmayer font partie de la
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méme souche d'une culture agée de sept jours pour chague souche et incubé 14 jours a 28 °C

sous agitation de 120 tours/mn.

7.2. Extraction

Aprés 14 jours d’incubation, un volume identique du solvant testé (100 ml chloroforme) a été
ajouté a chaque flacon contenant la culture fongique. puis filtré sur papier Whattman n°01. Le
filtrat a été transféré dans un entonnoir de séparation ou en utilisant une ampoule a
décantation, puis la phase organique a été concentrée par évaporation sous vide a l'aide d'un
Rotavapor. (Gengan R.M et al., 1999; Ghorri S, 2015).

Les résidus secs obtenus sont repris par 1 ml de DMSO (Diméthylsulfoxyde pour la
conservation), ensuite conservés a une température de 4°C pour une analyse ultérieure par
HPLC.

7.3. Détection des mycotoxines par I'HPLC

La technique d'HPLC c'est un technique de détection des produits ( échantillons ,
prélévements , produit cosmétique ...) contient généralement deux colone une colonne pour la
séparation et une colonne de garde ou protection la colonne de séparation au contraire d'une
autre type de chromatographie, le systeme d'HPLC sont reliés a un micro-ordinateur permet
de piloter automatiquement les différents composants du systeme chromatographique.
L’appareil HPLC permet une détection et séparation des quatre mycotoxines par UV a
A=253nm. Le systéme a été équipé également un logiciel (ChromNAV) permet de piloter
I’ensemble du systéme et d’assurer I’acquisition des données (Gengan et al., 1999).

Le systeme de gradient du solvant est comporte La phase mobile est composée de deux
solvants : le solvant A (Eau H,0) et le solvant B (acétonitrile C,H3N). Au temps t = 0, la part
du solvant B (acétonitrile) représente 10% de la phase mobile pour augmenter de facon
linéaire afin d’atteindre 90% de la phase mobile en 34minutes. Enfin, les conditions initiales
du systéeme chromatographique sont rétablies en deux minutes supplémentaires afin de rincer
et de rééquilibrer la colonne .

La colonne chromatographique est divisée on section appelé plateau théorique en sein chaque
plateau théorique il existe un équilibre entre la phase stationnaire et le soluté présent dans la
phase mobile on utilisée une colonne comme phase stationnaire. 20ul d’extrait resuspendé et
filtré sont injecté automatiquement dans le systeme de chromatographie, pour chaque

échantillon considéré avec un débit de 2ml/min.
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I. Analyses physicochimiques

1.Teneur en eau

La teneur en eau (TE) est considérée comme un facteur qui favorise la prolifération des
moisissures productrice des mycotoxines surtout dans les denrées peu hydratées comme la
farine. Elle renseigne sur la quantité d’eau a ajouter pour ramener 1’humidité du grain a 15,5%
dans le but d’avoir un bon taux d’extraction et permet aussi d’évaluer les risques lors du

stockage.

Nos résultats (Fig.13) ont montré que le blé réceptionné et le blé mise en ceuvre ont une
teneur en eau de 12,7% et 12 ,9% respectivement, et puis augmente a 16%. L’augmentation
de la TE des échantillons de blé peut étre expliqué par un ajout de I’eau pour 1’opération de
mouillage.

Nos échantillons de farine ont une teneur en eau de 14,8%, cette valeur est conforme avec les
normes algériennes. Selon le décret exécutif algérien n°91-572 du décembre 1991 relatif a la
farine de panification et au pain, la teneur en eau d’une farine de panification doit étre
inférieure a 15,5%. La diminution du taux de la TE de la farine par rapport au TE de blé avant
bl est due au respect de la durée de séchage et la pression exercée lors de broyage par les
cylindres et la vitesse de rotation éleve leur température du farine (Bourdeau et Menard,1992).
Selon (Godon 1991), I’humidité des farines de passage diminue du cylindre lisse au cylindre
cannelé.

Les résultats de la teneur en eau de tous nos échantillons nous permettent de les considérer
comme des produits peu hydratés ce qui favorise par conséquence leurs contamination par une
flore fongique xérotolérant prédominante (Khaldi, 2009). Contrairement au genre Fusarium,
se sont les genres Aspergillus et Penicillium qui préferent une faible teneur en eau et peuvent

se développer sur les céréales et les fruits secs (Castegnaso,2002).
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Figure 13 : Résultats des teneurs en eau des différents produits de la chaine de fabrication de
farine.

2. Détermination de taux des cendres

La mesure du taux de cendre est un facteur essentiellement réglementaire et permet de classer

les farines selon leur degré de pureté (ICTF, 2001).

Nos résultats (Fig.14) ont montré que la farine seche a un taux des cendres de 0.63% alors
que la farine tel quel est a 0.53%. Les valeurs obtenues sont conformes avec les normes

algériennes.

Selon (Feuillet 2000) les farines avec un taux de cendre compris entre 0.53% et 0.63% sont
considérées comme pures et classées comme type 55 et elle est utilisée pour le pain de

compagne.

La diminution de la TC des échantillons du farine peut étre expliqué par les premiers passages
de la mouture (matiére tel quel) est plus particulierement sur les passages réduisant la farine
de ’amande centrale (maticre seche). La teneur des cendres des farines est probablement liés

a I’origine histologique des échantillons prélevés, les produits obtenus sont quasi pures.
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Figure 14 : Résultats des taux des cendres de farine séche et de farine tel quel.

3. Détermination de taux en gluten

Sur le plan technologique, le taux en gluten détermine en grande partie les caractéristiques

rhéologiques de la farine. Il est considéré comme moyen d’estimation de la qualité de la pate.

Nos résultats (Tab.V) ont montré que le gluten humide représente un taux de 26.86% alors
que le gluten sec a un taux de 11.01% Les normes indiquent qu’une farine doit avoir avoir un
taux de gluten humide aui varie entre 21.7% a 24.6 % et une teneur en gluten sec entre 8% et
10%. Les deux valeures que nous avons eu sont supérieur a la norme. Cela peut étre expliqué
par les caractéristiques technologiques des blés dépendent a la fois de la quantité et de la

qualité des protéines du gluten donc cette blé est trés fort. d’apres (Ugrinovits et al.,2004).

La force de la farine est décrite selon sa teneur en gluten humide, les farines usuelles ont des
teneurs de 1’ordre de 27 a 37% celles de treés fort blé peuvent atteindre 45%. Le gluten des
farines de mauvaise qualit¢ s’hydrate plus facilement et se révele plus visqueux et moins
élastique que celui extrait a partir de farines de bonnes qualités. Nos farines ont un taux de
gluten humide de 26.86% donc se sont des farines destinées a la panification.
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Tableau V : La quantité de gluten dans un paton de farine humide et séche

Pourcentage de gluten

Gluten humide 26.86 %

Gluten séche 11.01 %

4. Taux d’affleurement
La granulométrie d’une farine permet de caractériser la répartition en taille et en nombre des
particules dont elle est composée ; le comportement des farines au coeur de leur

transformation, notamment la vitesse d’hydratation en dépend.

Nos resultats (Fig.15) ont montré que le taux d’affleurement est de 98.8% et la quantité de
refus dans la farine est 1.2%. Cette valeur peut étre expliquée par une bonne mouture de blé
en farine. Nos échantillons selon la norme AFNOR(1982) qui fixe pour une farine courante un
taux de refus au tamis de maille micrométre, inférieur a 10%, sont conformes avec les

normes algériennes.

Le taux d’affleurement augmente apres chaque étape de la mouture donc le refus est diminué,

donc la taille de cette farine est homogene.

Le refus 1.2%

Farine pure
98.8%

Figure 15 : La quantité de la refus dans la farine.

39



B Chapitre 111 Résultats et discussion

5. Poids spécifique

Le poids a I’hectolitre (PHL) est considérée comme le poids des grains remplissant un volume
donné, il est parfois utilisé pour prédire le comportement du blé au cours de la mouture
(Feillet, 2000).

Nos résultats (Tab.VI) ont montré que le PHL de blé est de 81Kg.HI-1. Cette valeur peut étre
expliquée par ce que le blé est lourd et tres riche par I’amande farineuse donc denses et de
bon rendement du farine. Selon la classification de Williams (1998), le blé de poids spécifique

de 81 Kg.HI-1 appartient a la catégorie des blés lourds.

Tableau VI : L’interprétation du poids spécifique du blé. (WILLIAMS,1998)

Poids spécifique (kg/HI) Interprétation
80-84 Bleé treés lourd
76-80 Blé lourd
72-76 Blé moyennement lourd
68-72 Blé léger
64-68 Blé tres léger
60-64 Blé extra léger

I1.Analyses mycologiques

1. Dénombrement de la flore fongique totale
Le dénombrement de la flore fongique totale a été effectué sur deux types de milieux de
culture & savoir le PDA et le CDA & la dilution 10™.

Nos résultats de dénombrement (Fig.16) permettent de constater que la flore fongique de la
farine sur le milieu PDAac (255 UFC.mI™ ) est plus dense que celle dénombrée sur le milieu
CDA( 155 UFC.ml™"). Cette différence peut étre expliqué par la différence dans la
composition de chaque milieu de culture et le choix des substrats préférés par les souches
fongiques. Le milieu PDA est préparé a base d’¢lément organique alors que le milieu CDA est
préparé a base d’élément minéral ( Cahagier. 1998).Les moisissures sont des microorganismes
hétérotrophes, elles peuvent se développer seulement dans le milieu qui apporte les éléments

nutritifs nécessaires.

Les isolats obtenus ont été purifiees par repiquage successif et a qui nous avons attribué un

code (Annexe3).
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Figure 16 : Densité de la flore fongique totale de farine dénombrées sur les différents milieux
(PDAac, CDA).

3. Identification macroscopique
L‘identification des différents genres fongiques dans cette étude est basée sur des criteres

morphologiques. il s’agit d'aspect de la colonie, la couleur et la vitesse de la croissance.

Les 13 isolats sélectionnés, dont 5 ont été obtenus a partir des graines de blé, 5 a partir de la
farine et 3 & partir de lieu de stockage ont fait I’objet d’une description morphologique aprés
croissance sur différents milieux de culture (Tab.VII- Tab.l1X).

En se basant sur 1I’étude des caractéres macroscopiques de chaque isolat fongique, sur

différents milieu, PDA, CDA et PDAac, on distingue différents groupes:

Le premier groupe regroupe les colonies duveteuses a poudreuses aux couleurs vives. Dans ce
groupe nous avons les isolats : SC2, SC5, ;SP5, SP10, SP12 et SP7.

Dans le deuxieme groupe, nous avons les colonies a forme poudreuses et de couleurs bleu-
vert.il s’agit des isolats : SC6, SP8, SP9.

Le troisiéme groupe est pour les colonies a couleur blanche, il s’agit de : SP3, SP4 et SC4.
Le dernier groupe a été consacré pour les colonies a couleur noir, nous avons SC1, SP2, SP13.

L’étude macroscopique a été réalisée par 1’observation, a I’ceil nu, des caracteres culturaux

(aspect de la colonie, couleur, revers, et la vitesse de la croissance). 13 souches ont été
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détectés , dont 05 ont été détectées dans les grains de blé et 05 dans la farine et 03 dans le lieu

de stockage. Les résultats obtenus, ont été rassemblés dans (Tab.VII.11X) ci-dessous

Tableau VII : Identification macroscopique des isolats cultivé sur milieu G25N

Les Les souches L'identification
codes
SC1

Couleur

-revers : noir
-mycélium : vert
-spores : vert olive
Diametre : 3.1 cm
Croissance : moyenne
Aspect : filamenteuse

SC2 Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diameétre : 2.6 cm
Croissance : lente

Aspect : cotonneuse

Couleur

-revers : noir
-mycélium : blanc
-spores : vert olive
Diametre : 2.8 cm
Croissance : moyenne
Aspect : cérébréforme

SP2

Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diametre : 2.5 cm
Croissance : moyenne
Aspect : cotonneuse

SP3

Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-spores : noir
Diametre : 8.2 cm
Croissance : rapide
Aspect : filamenteuse

SP4
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Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-Spores : noir
Diametre : 8.8 cm
Croissance : rapide
Aspect : filamenteuse

SC4

SP5 Couleur

-revers : rose
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diamétre : 3cm
Croissance : moyenne

Aspect : cotonneuse

SC5 Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diameétre : 1.8 cm
Croissance : lente

Aspect : cotonneuse

Couleur

-revers : vert
-mycélium : blanc
-spores : vert
Diamétre : 2.2 cm
Croissance : moyenne
Aspect: poudreuse

SC6

Couleur

-revers : jaune
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diamétre : 1.5 cm
Croissance : moyenne
Aspect : cotonneuse

SP7

Couleur

-revers : vert
-mycélium : blanc
-spores : vert , blanc
Diametre : 1 cm
Croissance : rapide
Aspect : cotonneuse

SP8
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SC9 Couleur

-revers : vert
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diamétre : 1.2 cm
Croissance : moyenne

Aspect : cotonneuse

SP10 Couleur

-revers : rose
-mycélium : blanc
-spores : rose, blanc
Diamétre : 2.5 cm
Croissance moyenne

Aspect : cotonneuse

SP11 Couleur
-revers : /
-mycélium : /
-spores : /
Diametre : /
Croissance : /
Aspect : /

SP12 Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diametre 2.4 cm
Croissance : lente

Aspect : cotonneuse

SP13 Couleur

-revers : noir
-mycélium : vert
-spores : vert
Diameétre 2.6 cm
Croissance : moyenne

Aspect : filamenteuse

Identification macroscopique des isolats sur milieux CYA apres incubation 7 jours a T 25C
(Tab.11X).
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Tableau 11X : Identifications macroscopiques des isolats cultivé sur milieu CYA

Le code | Les souches - L'identification

SC1 Couleur

-revers : noir
-mycélium : vert
-spores : vert
Diamétre : 2.9 cm
Croissance : rapide
Aspect : filamenteuse

SC2 Couleur

-revers : rose
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diamétre : 2.2 cm
Croissance : moyenne

Aspect : cotonneuse

SP3 Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diamétre : 2.8 cm
Croissance : rapide

Aspect : cotonneuse

Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-Spores : noir
Diamétre : 8.8 cm
Croissance : rapide
Aspect : filamenteuse

SC4

Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diameétre : 1.8 cm
Croissance : lente
Aspect : cotonneuse

SPS

SC6 Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diameétre : 1.6 cm
Croissance : lente

Aspect : cotonneuse
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Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diametre : 1.5 cm
Croissance : moyenne
Aspect : cotonneuse

SP7

Couleur

-revers : beige
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diametre : 3.1 cm
Croissance : rapide
Aspect : cotonneuse

SP8

Couleur
-revers : /
-mycélium : /
-spores : /
Diametre : /
Croissance : /
Aspect : /

SC9

SP10 Couleur

-revers : blanc
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diameétre : 2.9 cm
Croissance : moyenne

Aspect : cotonneuse

Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diameétre : 1.6 cm
Croissance : moyenne
Aspect : cotonneuse

SP11

Couleur

-revers : creme
-mycélium : blanc
-spores : blanc
Diamétre : 8.8 cm
Croissance : rapide
Aspect : poudreuse

SP12
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SP13 Couleur

-revers : noir
-mycélium : vert
-spores : vert olive
Diamétre : 3.2 cm
Croissance : rapide

Aspect : filamenteuse

4. ldentification microscopique

L’identification microscopique (Tab.IX) réalisée par une observation au grossissement X10,
X40 et X100. Cette identification étant fondée essentiellement sur 1’étude morphologique de
mycélium (absence ou présence des cloisons, couleur, différentiation) et des spores (forme,

couleur, texture de parois).

Sur la base des résultats obtenus nous avons détectés une grande diversité mycologique. Nous
avons pu identifier 6 genres, il s’agit de : Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Trichoderma,

Cladosporium et Mucor.

Les isolats : SP2. SP8. SC9 et SP10, ont présentés les caractéres suivants :
- croissance sur les deux milieux (CYA , G25N)

- colonies filamenteuses

- présence des spores

- couleur de colonies généralement vert

- présence de métules

- mycélium cloisonné

- les conidies en chaines unicellulaires

- tétes conidiennes unisériées ou bisériées; appartient au genre Aspergillus
Les isolats : SC1. SC4. SC6 et SP13ont présenté les caractéres suivants :

- croissance sur les deux milieux (CYA , G25N)

- colonies filamenteuses

- présence des spores
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- couleur de colonies géneralement vert et noir

- présence de métules

- les hyphes sont septé

- tete en forme de pinceau ; appartient au genre Penicillium
Les isolats :SP7 et SP12 ont présenté les caracteres suivants :
- croissance sur les deux milieux (CYA , G25N)

- couleur de colonies généralement vert

- mycélium cloisonné

- les hyphes sont septé

Ces souches appartient au genre Alternaria

L’isolat (SP3) présente les caracteres suivants :

- croissance sur les deux milieux (CYA , G25N)

- colonies filamenteuses

- présence des spores

- couleur de colonies blanc

- hyphe septé -phialides en forme ; appartient au genre : Trichoderma
L’isolat (SP11) représente les caracteres suivants :

- croissance sur les deux milieux (CYA , G25N)

- colonies filamenteuses

- présence des spores

- couleur de colonies géneralement blanchatre

- hyphe septé ; appartient Cladosporium

L’isolat (SP5) présente les caractéres suivants :

- croissance sur les deux milieux (CYA , G25N)
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-colonies filamenteuses

- sporocyste globuleux

- Spores ronde

- filament cloisonné

- appartient au genre : Mucor

Tableau IX : Résultats d’identifications microscopiques des isolats cultivé sur milieu CYA

Aspect microscopique X100 Identification de la souche
Les
souches
SP7 Alternaria sp
SP2 Aspergillus flavus
SC1 Penicillium sp
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SP12 Alternaria sp

SP8 Aspergillus fumigates
SC4 Penicillium sp

SC9 Aspergillus flavus
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SP3 Trichoderma sp
SP5 Mucor sp
SP11 Cladosporium sp
SC6 3 Penicillium sp
/.‘“o- %
'
__
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SP10 Aspergillus fumigates

SP13 Penicillium sp

Dans cette étude, nous avons identifiés des especes appartenant a la flore de champ, il s’agit
du genre Alternaria. Les spores des champignons de champ envahissent les grains et
croissent dans le champ ou attendent le battage (DENDY et al., 2000). Ce qui explique leur
présence au niveau des graines de blé et leur absence dans la farine. La présence du genre
Alternaria dans les échantillons de grain de céréales a été rapportée par plusieurs auteurs.
Mansouri (2011) a rapporté un pourcentage d’occurrence relatif de 70% pour ce genre

fongique dans les grains de blé dur en Algérie.

Nous avons noté une dominance des genres Penicilliume et Aspergillus avec 4 isolats chacun.
Ces genres peuvent étre classés parmi la flore de stockage en raison de leurs capacités de se
développer sur tous substrats possibles et dans une large gamme de température et d’humidité
(Mathew et al., 2011). La dominance du genre Penicillium dans la flore contaminant des

céréales a été reportée dans plusieurs travaux (Le Bars et al.,1987 Riba et al., 2005).

Ces resultats (Fig.17) qui montre I'existence d'une flore fongique variée au niveau de 3 site de
prélevement (BIé, Farine et Lieu de stockage) ; on a identifié six (06) genre comme sulit :
Penicillium , Aspergillus , Alternaria , Trichoderma , Cladosporium et Mucor avec une
dominance des genres Penicillium et Aspergillus qui représente (30.76%) pour chaque genre
du total des souches ,suivi Alternaria (15.38%). Trichoderma , Cladosporium et Mucor avec

(7.69%) pour chaque genres.
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Mucor 7.69%
Cladospoium 7.69%

Trichoderma 7.69% \‘

Alternaria 15.38 %

Aspergillus 30.76%

Penicillium 30.76%

Figure 17 : Résultats des genres fongiques isolé sur le blé et la farine et le lieu de stockage.
Par ces résultats ( Tab.X) on a identifié :

Le blé comporte 3 genres des moisissures apreés 5 d’isolats avec une dominance de genre
Aspergillus qui représente 60% (2 Aspergillus fumigatus et Aspergillus flavus) ,
Cladosporium(20%) et Alternaria(20%)peut étre expliqué cette domonance d’Aspergillus
dans les graines de blé par ce genre sont considérées comme des moisissures de stockage et
de champ. Cladosporium appartiennent a la flore du champ et la flore intermédiaire (Gacem
2011). Et le genre Alternaria est naturellement présents sur les cultures au niveau des champs
et dans le sol (Withlow et al. , 2001). La présence du genre Alternaria dans le blé semble étre
due a I’humidité élevée de cet échantillons. Ces mémes résultats ont été constatés par
(Weindenborner 2000).

La farine comporte 4 genres des moisissures apres 5 d’isolats avec une dominance de genre
Penicillium qui représente (40%) , Aspergillus 20% (Aspergillus flavus), Trichoderma (20%)
et Mucor (20%). la présence des genres Penicillium et Aspergillus peut étre expliqué par une
mauvaise condition de stockage du farine dans les silos, et le genre Trichoderma sont
développé quasiment dans tous les sols et sur les plants. Et le genre Mucor compose la flore
intermédiaire qui peuvent prédominer sur les graines de blé.
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Lieu de stockage contient 2 genres des moisissures aprés 3 d’isolats. avec une dominance
genres de Penicillium qui représente (66.66%) , Alternaria (33.33%). peut étre expliqué cette

dominance par le genre penicillium sont classé comme des moisissures de mauvaise

condition de stockage.

Résultats et discussion

Tableau X : La contenu des échantillons par les différents genres des moisissures .

Les échantillons

Les souches

Les genres

Blé SP11 Cladosporium
SP7 Alternaria
SP8 Aspergillus fumigates
SC9 Aspergillus flavus
SP10 Aspergillus fumigates
Farine SC1 Penicillium
SP2 Aspergillus flavus
SP3 Trichoderma
SC4 Penicillium
SP5 Mucor
Lieu de stockage SC6 Penicilium
SP12 Alternaria
SP13 Penicillium
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Conclusion

Notre études est pour objectif 1’isolement, la caractérisation et I’identification des souches

provenant des graines de blé et de farine pour détecté la contamination fongique.

Les analyses physico-chimiques nous a permis de le teneur en eau est favorisé la
contamination de la farine par une flore fongique xérotolérant prédominante, le taux de
cendre nous a permis de classer nos farine en type 55( farine utilisée pour le pain de
compagne), le taux d'affleurement sont supérieurs a 90 %, ce qui la farine obtenue est
panifiable et le teneur du le gluten est améliorer la tenue et de la résistance élastique de la

pate, cela est d0 a la qualité de blé réceptionné.

Les analyses mycologiques effectuées sur trois échantillons de ( Blé , Farine et Lieu de
stockage) ont permis d’isoler 13 souches fongiques : 05 souches a partir des grains de blé et

05 souches a partir de la farine et 03 souches a partir de la lieu de stockage.

La farine a montré une densité fongique élevée de 25.45*10 UFC. Nous a permis de dire que

cette farine renferme une grande contamination fongique.

La purification et I’identification macroscopique des souches isolées ont donné la possibilité
d’identifier Six  genres de moisissures: Aspergillus (30.76%), Penicillium(30.76%),
Alternaria(15.38), Trichoderma, Cladosporium et Mucor(7.69%) avec une dominance du
genre Aspergillus dans les grains de blé et le genre penicilium dans la farine et le lieu de

stockage.

Les résultats obtenus ont suggéré que le produit finale ( La farine ) contaminé par plusieurs

genres des moisissures.
Au terme de ce travail, plusieurs perspectives semblent nécessaires a réaliser :

- Le stockage de blé et de la farine dans des silos contiennent tout les condition de

stockage.
- la recherche des espéces productrices des metabolites secondaire.

- le danger de ces métabolites secondaires sur la santé humaine.
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Annexe 1 : Les milieux de culture

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre (macération 500ml de filtrat) 200 g
Sucrose 109
Agar 15¢
Eau distillée 1000 mi

Milieu CDA (Czapek Dextose Agar)

Sucrose 304¢
KH2PO4 1g
KCL 059
MgSO4 059
FeSO4 0.01g
NaNO3 39
Agar 15¢g
Eau distillée 1000 ml

Czapek Concentre

NaNO; 309
KCL 59
MgSQO4 59
FeSO, 01g
Eau distéllée 100 mi

Milieu CYA (Czapek Yeast Agar)

Czapek Concentrée 10 mi
KH2PO4 1g
Extrait de levure 590
Sucrose 3049
Agar 159
Eau distillée 1000 mi

Milieu G25N (25 % Glycérol Nitrate Agar)

KH,PO, 0.75¢g
Czapek Concentrée 7.5 ml
Extrait de levure 3.7¢
Glycérol 250
Agar 129

Eau distillée 750 ml



Milieu Czapek Dox liquid

Sucrose 3049
KH2PO4 1g
KCL 059
MgSO4 059
FeSO4 001g
NaNO3 39

Eau distillé 1000 mi

Annexe 2 : Les solutions

Eau physiologique

NaCl 99

Eau distillée 1000 ml
Lactophenol

Phénol pur cristallisé 20 ¢
Acide lactique 20 ml
Glycérol 20 ml
Eau distillée 40 ml

Annexe 3 : Attribution des codes pour les isolats fongique

Code Origine

SC1 farine de 50 kg dilution 10-2 : Dénombrement sur milieu CDA
SC2 farine de 50 kg dilution 10-1 : Dénombrement sur milieu CDA
SP2 farine de 1 kg solution mere : Dénombrement sur milieu PDA
SP3 farine de 1 kg solution mere : Dénombrement sur milieu PDA
SP4 farine de 50 kg dilution 10-2 : Dénombrement sur milieu PDA
SC4 farine de 50 kg dilution 10-1 : Dénombrement sur milieu CDA
SC5 farine de 50 kg dilution 10-2 : Dénombrement sur milieu CDA
SP5 farine de 1 kg solution mere : Dénombrement sur milieu PDA
SP11 blé réceptionnée : Dénombrement sur milieu PDA

SP7 blé réceptionnée : Dénombrement sur milieu PDA

SP8 blé mise en ceuvre : Dénombrement sur milieu PDA




SC9 blé avant B1 : Dénombrement sur milieu CDA
SP10 blé avant B1 : Dénombrement sur milieu PDA
SC6 lieu de stockage : Dénombrement sur milieu CDA
SP12 lieu de stockage : Dénombrement sur milieu PDA
SP13 lieu de stockage : Dénombrement sur milieu PDA

Annexe 04 : Liste des analyses effectuées par produits

Blé Blé mise on | Blé Farine
d'ouevre avant B1

Teneur eneau | + + + +
Taux des - - - +
cendres

Teneur en - - - +

gluten
Taux - - - +
d’affleurement

Poids - - + -
Spécifique

+Test réalisé -Test non réalisé




