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Introduction

Les moisissures sont considérées comme hétérotrophes qui nécessitent une source de carbone
et d'azote pour se multiplier. Cependant, elles ne sont pas trés exigeantes et peuvent étre
présentes partout dans la nature (Botton et al., 1990). Les moisissures qui se forment sur les
produits alimentaires générent des substances toxiques connues sous le nom de mycotoxines.
Ces substances sont des métabolites secondaires qui présentent un danger considérable pour la
santé, ainsi qu’une perte économique (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002 ; Murphy et
al., 2006 ; Gauthier, 2016). D'apres 'Organisation des Nations Unies pour l'alimentation et
l'agriculture, prés d'un quart des récoltes mondiales sont touchées par la contamination des
moisissures et la présence de mycotoxines, ce qui entraine des pertes estimées a plusieurs

milliards de dollars (Bhat et al., 2010).

Les graines de Nigella sativa et de Linum usitatissimum ont été utilisées depuis 1’antiquité
comme des €pices et des ingrédients en médecines a base de plante. Cependant, la présence
des champignons dans ces graines peut avoir des conséquences sur leur qualité et leur sécurité

alimentaire (Muir et Westcott, 2003; Mahotra, 2012 ; Schilperoord, 2018 ;Wako, 2020).

Dans le cadre de ce travail, nous avons étudi¢ la présence et la diversité des contaminants

fongiques associés aux graines de lin et de nigelle commercialisées dans la région de Bouira.
Ce travaille s’articule autour de 05 chapitres :

» Le premier chapitre décrit les déférentes connaissances bibliographiques sur les
moisissures.

» Le deuxieéme chapitre décrit les déférentes connaissances bibliographiques sur les les
mycotoxines.

» Le troisiéme chapitre présente une synthése bibliographique des deux plantes Nigella
sativa et Linum usitatissimum.

» Le chapitre suivant correspond au matériel et méthodes utilisés pour I'tude de la
contamination fongique des graines de Nigella sativa et Linum usitatissimum.

» Le dernier chapitre se concentre sur les résultats les résultats obtenus et leur

discussion.

Enfin, ce travaille est achevé par une conclusion qui résume 1’ensemble des résultats obtenus

et les perspectives d’avenir.




Les moisissures

1. Définition :

Les moisissures sont des organismes eucaryotes appartenant au régne de Fungi. 1l s’agit des
champignons microscopiques d’aspect filamenteux qui nécessitent une source de carbone
pour leur croissance. Ils sont des microorganismes ubiquitaires qui colonisent déférents

substrats comme les aliments, le bois, les papiers... (Boudih, 2011).

La contamination des denrées alimentaires par les moisissures entraine a des modifications
physiques (aspect, gott, odeur) et des modifications chimiques (modification des qualités
nutritives) de I’aliment. Les contaminations fongiques provoquent des altérations de la qualité
nutritionnelle et diététique des produits, ainsi que la synthése des métabolites secondaires
toxiques (les mycotoxines). Cependant, les moisissures peuvent étre utiles dans plusieurs
secteurs, comme celles utilisées dans ’industrie agroalimentaire (pour améliorer la qualité
organoleptique de 1’aliment, ex : Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti...) (Tabuc,

2007).
2. Structure des moisissures :

La structure de base est le thalle filamenteux, qui constitue ’appareil végétatif de ces
microorganismes. Ils ont une forme mycélienne, composée d'un ensemble des filaments
tubulaires appelés hyphes (Figure 01). Le diametre de I'hyphe se varie entre 1-30um, selon
l'espece et les conditions de croissance, tandis que sa longueur est de quelques microns
jusqu'a plusieurs métres. Le mycélium se développe par l'expansion de 1'extrémité apicale des
hyphes qui vont ensuite se ramifier de facon aléatoire pour former des colonies ressemblant a
des arbres. La fusion aléatoire d'hyphes (anastomose) permet la formation d'un réseau de
fibres. La densit¢ de ramification et la topologie du réseau sont liées aux conditions
nutritionnelles et environnementales. La paroi des hyphes est composée essentiellement de la
chitine, des béta-glucanes et des protéines. La surface externe est riche en béta-glucanes, qui
joue un role de mucilage, alors que la couche intérieure est constituée de microfibrilles
chitineuses réticulés avec d'autres polysaccharides comme les glucanes. Les microfibrilles de

chitine donnent a I'hyphe sa rigidité et sa résistance (Islam et al., 2017).
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Figure 01 : Structure des moisissures : (A) Structure filamenteuse de ’hyphe montrant des

cellules disposées les unes aprées les autres, avec une formation de ramification;
(B) Morphologie bidimensionnelle typique d'un mycélium résultant du ramification des

hyphes (Bindschedler et al., 2016).

3. Critéres d’identification des moisissures :

3.1. Identification morphologique :

Elle repose sur des critéres macroscopiques et microscopiques des souches obtenues.
I.3.1.1. Critéres d’identification macroscopique :

e L’aspect des colonies : couleur au recto et verso, la taille, la texture (cotonneuse,
poudreuse, la présence ou I’absence de mycélium aérien).

e La vitesse de croissance et la température optimale de croissance qui sont également
un critére d’orientation (Chabasse et al., 2002).

3.1.2. Critéres d’identification microscopique :
L’identification microscopique est réalisée aprés un prélévement d’un fragment de la culture
et observation entre lame et lamelle. Les critéres a observés sont :

e Morphologie de thalle : Il peut étre cloisonné ou siphonné, mélanisé ou hyalin, large
ou fin, a bords parall¢les ou froissés. L’aspect de ramifications peut se différe entre les
souches en terme de I’angle de séparation, la densité, etc.

e Les spores: Ils sont d’origine endogene, produites a I’intérieur d’un sac appelé

sporocyste ou d’origine exogeéne, formées par bourgeonnement a partir d’une cellule

)




spécialisée (phialide) ou par fragmentation de 1I’hyphe. Ils possédent une forme ronde
ou allongée, d’une taille identique ou déférente, avec une paroi lisse ou échinulée. Ils

se déposent en amas, en chainette, en grappe ou seul (Blaize et al., 2021).

3.2. Identification moléculaire :

Les méthodes traditionnelles d'identification fongique reposent sur les caractéristiques
morphologiques (Blaize et al., 2021), mais des méthodes basées sur 'ADN ont été
développées pour augmenter la fiabilit¢é et accélérer le processus d'identification. Les
méthodes les plus intéressants reposent sur la technique de PCR (réaction de polymérisation
en chalne) qui permet d'amplifier des régions spécifiques de I'ADN, telles que la région D1-
D2 du géne codant pour la sous-unité 28S ribosomale, ainsi que les régions ITS1 et ITS2.
Actuellement, 1'identification moléculaire est principalement utilisée en mycologie médicale
pour différencier les especes d'intérét, mais elle est également utilisée pour distinguer les
moisissures qui sont a l'origine de la contamination alimentaire. Cependant, 1'identification
moléculaire n'est pas toujours concluante pour les espéces de Fusarium et l'analyse
morphologique traditionnelle reste essentielle. Des recherches sont en cours pour développer
des méthodes moléculaires de détection des souches mycotoxinogenes, qui pourraient devenir

des outils utiles pour l'identification des champignons dans les aliments (Tabuc, 2007).

4. Colonisation des denrées alimentaires :

La contamination des denrées alimentaire par les moisissures est liée aux facteurs abiotique
comme : la pluie, la température..., 1’état sanitaire de la plante précédant une récolte, la
méthode de récolte et les facteurs de dissémination des spores (Les animaux, surtout les
insectes) (Nguyen, 2017).

Les moisissures puisent dans le milieu extérieur la source de carbone et d’énergie qu’elles
nécessitent pour leur croissance. La cellule fongique est riche en enzymes dépolymérases.
Elle les excrete dans le milieu extérieur pour décomposer les polymeéres complexes comme la
cellulose, la lignine et les composés pectiques peuvent étre "digérés" par de nombreux
champignons. La capacité des moisissures a coloniser les déférents types d’aliments est due a
leur richesse en enzymes puissants et variés, leur tolérance au faible aw, a des pH acides, eta
des concentrations faibles d’oxygene. Les hyphes ne restent pas localisés au site contaming.
Grace a leur croissance strictement apicale et de leur ramification subapicale, ils s’allongent
continuellement sur et dans le substrat vers des régions nutritives neuves, occupant toute la

surface comestible (Nadjet et al., 2016).




5. Moisissures mycotoxinogenes :

On peut ainsi différencier principalement 2 types de moisissures (Figure 02):
v Des moisissures hygrophiles ou de «champs» :
Ils nécessitent une activité¢ de 1’eau importante pour se développer, de 0.90 a 0.95 (Roche
et Gilot, 2012).Ils appartiennent principalement au deux genres Fusarium et Alternaria

qui contaminent les produits agricoles avant et pendant la récolte (Bouras et al.,2009)
v Des moisissures xérotolérantes ou «de stockage» :

Ils se développent a une activité water minimale, de 0.80 a 0.90 (Roche et Gilot, 2012).1ls
appartiennent principalement aux deux genres Aspergillus et les Penicillium ( Bullerman

etal., 1984)
v Des moisissures xérophiles :

Ils sont rares et nécessitent une activité water importante pour se développer, de 0.70 au

minimum (Roche et Gilot, 2012).

[ 2 types de moisissures |

Les moisissures Les moisissures
hygrophiles ou de « champs » = xérotolérantes ou « de stockage »
Fusarium spp. et Alternaria spp.. Aspergilli spp. et Penicillia spp.
I'Aw 1mportante Les plus redoutables se multiplient

¢n atmosphére plus séche

Produits agricoles
avant et pendant la récolte Il ne faut pas en avoir au moment du
stockage

peuvent apparaitre parfois avant la récolte

C’est le cas des cGatlatoxines #ans les arachides, le mais et le coton.

Les moisissures peuvent proliférer et produire des mycotoxines avant
ou aprés la récolte ou pendant 'entreposage, le transport, et la
transformation de I'aliment.

Figure 02:Propriétés des moisissures toxinogénes (Nadjet et al., 2016).




5.1. Le genre Aspergillus :
5.1.1. Généralités :

Ce genre a ¢été nommé Aspergillus en 1972 par Micheli grace a sa structure microscopique
porteuse des spores semblable a un outil utilisé par le clergé catholique romain pour asperger
I’eau bénite durant une partie de la liturgie appelée les asperges. Le genre comprend 250
especes (Bennett et E. Bakerand, 2007). Ils ont une large répartition géographique en
colonisant les déférents substrats comme le sol, les végétaux en décomposition... avec une
dominance dans les régions tropicale. Ils sont capables a se développer a des températures
¢levées et 2 un aw faible. IIs se croissent plus rapidement par rapport au Penicillium, mais
leur durée de sporulation est plus longue (Pitt et Hocking, 2009 ; Vijayakumar et al., 2012).
Plusieurs especes d’Aspergillus présentent un risque pour la santé humaine et animale soit par
la production des molécules toxiques dans les aliments qu'ils contaminent, soit ils infectent
I'homme directement en provoquant des infections localisées et systémiques, en particulier
chez les personnes immunodéprimées.

Les spores d'Aspergillus se trouvent dans l'aire. Elles se propagent par les courants d'air sur de
courtes et de longues distances selon les conditions environnementales. Elles se déposent sur
les surfaces solides ou liquides, et germent si les conditions d'humidité sont bonnes (Bennett
et E. Bakerand, 2007).

La structure portant des spores est la caractéristique déterminante du genre Aspergillus
L'¢largissement de certaines cellules de I'hyphe forme un pied perpendiculaire aux cellules de
I'hyphe Parfois. Le pied se développe en conidiophore qui va s'élargir au niveau de l'apex
pour former une vésicule. La partie fertile de vésicule donne naissance a des phialides
(Bennett et E. Bakerand, 2007 ; Pitt et Hocking, 2009), des cellules productrices des
conidies (spores) sous forme des chaines via une division mitotique. La taille et la disposition
des tétes cnidiennes ainsi que la couleur des spores fait partie des caractéristiques
d'identification des especes Aspergillus (Figure 03).

Les espéces de ce genre présentent une importance industrielle, ils sont capables de produire
les enzymes, les acides organiques (l'acide citrique, gluconique, itaconique...) et les produits
alimentaires (la sauce soja...). Les moisissures appartenant au genre Aspergillus jouent un role
important dans la dégradation des amidons, les hémicelluloses, les celluloses, les pectines et
autres polymeres de sucre. Certains espéces peuvent dégradent méme les huiles, la chitine et
la kératine. Ils fournissent donc la nourriture a de nombreux organismes du sol (Bennett et

Bakerand, 2007).
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5.1.2. Classification :
Les especes d’aspergillus sont classés en 25 section (Houbraken et al., 2020). Cette
classification est basée sur :
e La présence /absence de téleomorphe et ses caractéristiques. Que signifie la présence
/absence.
e La présence /absence des métules.
e L’arrangement des métules et des phialides.

e Le colure de colonie (Pitt et Hocking, 2009).

Phialsdes

/ ~

Conidies l||I

| |
Stipe i|
— (conidiophore) — |

Figure 03 : Caracteéres morphologiques des Aspergillus (Nguyen, 2007).
o Aspergillus section Nigri :

Les especes de section Nigri possédent une téte conidienne radiée portant des conidies noires.
Les conidiophores sont hyalins ou pigmentés sous la vésicule. Cette derniére posséde une
forme globuleuse ou presque globuleuse, parfois brun foncé. Les métules peuvent E&tre
présentes ou absentes et elles sont souvent pigmentées. L’espéce type de la section est : 4.

niger (Gams et al., 1986).




o Aspergillus section Flavi :

Les especes de section Flavi possédent une téte conidienne radiée, de couleur jaune-verte a
brun olive foncée. Les conidiophores sont hyalin, généralement verruqueux portant des
vésicules globuleuses ou subglobuleuses, rugueuses a échinulées. Les métules peuvent étre
présentes ou absentes. L’espece type de la section est : 4. flavus (Gams et al., 1986 ; Varga

et al., 2011).

Cette section comprend 11 espéces divisées en 04 groupes. Dans le premier groupe On trouve
A. flavus, A. oryzae, A. minisclerotigenes et A. parvisclerotigenes. Le deuxiéme groupe est
composé d’A4. parasiticus, A. sojae et A. archidicola. Le troisieme groupe inclus 4. tamarii, A.
bombycis et A. pseudotamarii. Le quatriéme groupe comprend une seule espéce qui est A.

nomius (Godet et Munaut, 2010).

Plusieurs espéces produisent les aflatoxines, dont A. flavus et A. parasiticus sont les

producteurs les plus importants (Varga et al., 2011).

o Aspergillus section Fumigati :

Les especes de la section Fumigati possedent des tétes conidiennes colonnaires compactes, de
couleur gris-verte a bleu-verte foncée. Les conidiophores ont une paroi lisse, souvent verdatre.
Ils portent une vésicule claviforme. Les métules sont absentes. L’espece type de la section

est : A. fumigatus (Gams et al., 1986).

Figure 04 : Morphologie des colonies de: (A) Aspergillus flavus; (B) Aspergillus fumigatus;
et (C) Aspergillus niger sur gélose Sabouraud, et leur aspect microscopique sur lames

gélosées (Rozaliyani et al., 2021)




5.2. Le genre Penicillium :

Le genre penicillium est plus varié en termes de nombre d’espéces par rapport au genre
Aspergillus (Pitt et Hocking, 2009). Il comprend 26 sections incluant 350 espéces
(Houbraken et al., 2020). Les espéces appartenant au genre Penicillium sont ubiquitaires,
retrouvées essentiellement dans les régions tempérées (Vijayakumar et al., 2012 ; Pitt et
Hocking, 2009). IIs contaminent différents types de substrats et ils sont considérés comme
des décomposeurs importants de la matiére organique (Vijayakumar et al., 2012).1ls font
¢galement une partie des champignons producteurs des enzymes. Ils altérent les aliments et
produisent dans certains cas des mycotoxines. Les espeéces d’origines alimentaire sont
principalement mésophile avec une température optimale de croissance de 25°C (Houbraken

et al., 2020).

Les colonies possédent une croissance rapide. Ils sont bleu-vert, gris-vert, jaunatre ou rosatre
au recto et pale a jaunatre, rouge, ou marron au verso, souvent composé€s principalement de
feutre dense de conidiophores. Ils possédent une texture veloutée a poudrée (Vijayakumar et
al., 2012). Les spores sont exogenes a paroi s€che facilement disséminés par 1’aire
(Houbraken et al., 2020). Elles sont déposées de manicre basipetale formant une chaine,
produite par les phialides. Les phialides apparaissent seul, en groupe ou produits a partir des
métules ramifiés donnant une apparence d’un pinceau connu sous le nom de penicellus (Pitt
et Hocking, 2009 ; Houbraken et al., 2020). Le nombre de point de ramification est
considéré comme une critére d’identification de sous de penicillium (Figure 05) (Houbraken

et al., 2020).
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Figure 05: Aspect microscopique de Penicillium sp (Ogunleye et Olaiya, 2015).

6. Les facteurs qui favorisent la croissance des moisissures :

Les facteurs de croissance jouent un rdle vital dans la nutrition et le développement de
certains microorganismes en étant des composés indispensables (Leclerc et al, 1995). La
croissance de ces microorganismes est conditionnée par la composition des substrats
disponibles (cellulose, la lignine, etc...) et les conditions physiques telles que la température,
l'activité de 1'eau (aw) ou la disponibilité en eau, le pH et 'oxygeéne (Gibson et al., 1994). 11
est indiqué que la température, l'activité de 1'eau et le pH jouent un réle prépondérant dans la
germination et la croissance des moisissures xérophiles. Les conditions de développement de

chaque espece sont spécifiques en termes de conditions physico-chimiques (Reboux, 2006).

e La température :

Son influence est essentielle dans la croissance du mycélium. D’une manic¢re générale, les
moisissures ont la capacité de se développer dans une plage de températures allant de moins

zéro a plus de 50°C (Proctor, 1995). La majorit¢é des moisissures sont des organismes




mésophiles, avec une température optimale de croissance située entre 25 et 35°C (Guiraud,
1998). Certaines espéces sont thermotolérantes ou thermophiles et peuvent croitre a
température élevée (au-dessus de 50°C), avec une croissance optimale aux environ de 20 a
25°C. Un bon exemple en est 'Aspergillus fumigatus (Nicklin et al., 2000). D'autres sont des
psychrophiles ou psychrotolérantes se développant a températures basses (entre -5 et 10°C),
tels que Helicostylum pulchrum, Chrysosporium pannorum et Cladosporium herbarum, Ces
especes sont capables de survivre méme a des températures aussi basses que -60°C, et on les

trouve couramment dans des entrepots frigorifiques (Davet, 1996).
e LePH:

Le pH du milieu est un facteur important pour la croissance des moisissures et la
production des mycotoxines. La plupart des moisissures se développent dans des
environnements a pH acide et peuvent tolérer des valeurs de pH tres basses (Le Baras et al.,
1987 ; Guiraud, 1998). Cependant, la croissance maximale des moisissures sur les céréales
se produit généralement dans une plage de pH allant de 6 a 8 (Reboux, 2006). Ce dernier le
pH a une influence sur le potentiel de croissance des moisissures xérophiles (Gock et al.,

2003).
e Activité de I’eau :

L’activité de 1’eau est un facteur qui influe sur la croissance des champignons. Elle est définie
comme le rapport de la pression de vapeur d’eau d’un produit (p) sur la pression de vapeur de
I’eau pure (p0), & une température donnée (Cahagnier et al, 2005). La plupart des
moisissures se développent favorablement lorsque l'activité de l'eau avoisine 0,85. Les
moisissures des genres Aspergillus et Penicillium ont généralement la capacité¢ de se
développer a des activités d'eau avoisinant 0,7 a 25°C. Par conséquent, elles peuvent
proliférer dans des aliments pauvres en eau, tels que les céréales pendant le stockage, les fruits
secs et les produits dont l'activité hydrique a été¢ réduite (comme les produits de salaison

seche, les confitures, etc.) (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).
e Présence d’oxygéne :

Les moisissures ont besoin d'oxygene pour se développer. Elles sont aérobies, mais certaines
, . . , . .

peuvent s'adapter a un environnement confiné contenant plus de dioxyde de carbone que I'air

ambiant. Par exemple, les espéces Paecilomyces varioti et Aspergillus clavatus, qui

produisent de la "Patuline", peuvent s'adapter a un milieu anaérobie. Mais dans 1’ensemble, un

-



accroissement de la teneur en gaz carbonique du milieu diminue et supprime la croissance des

moisissures (Derache, 1986).
e Eléments nutritifs

Les moisissures sont des organismes hétérotrophes, ce qui signifie qu'elles ont besoin de la
présence d'éléments nutritifs essentiels tels que le carbone et 1'azote dans leur environnement
pour assurer leur croissance. Les moisissures possédent une large gamme d'enzymes, qui leur

permet d’utiliser plus efficacement, encore que les bactéries (Davet, 1996).
e Source de carbone et d’énergie

Les moisissures sont capables d'utiliser pratiquement tous les composé€s organiques comme
source de carbone et d'énergie. La plupart d'entre elles peuvent métaboliser le glucose et le
saccharose, ainsi que certains polysaccharides tels que 1'amidon et la cellulose (Boiron, 1996
; Nicklin et al, 2000). Certaines de ces moisissures produisent des lipases extracellulaires
capables d'hydrolyser les lipides en glycérol et en acides gras, qui peuvent ensuite étre
assimilés par de nombreuses especes de champignons. Cependant, seules certaines especes
sont capables d'utiliser les acides organiques et 1'é¢thanol comme sources de carbone et

d'énergie (Boiron, 1996 ; Tabuc, 2007).
e Source d’azote :

La plupart des especes sont capables d'utiliser d'autres sources d'azote telles que les nitrates,
les acides aminés et les protéines. L’ammoniaque est transformé en acide glutamique, en
glutamine ou en d’autres acides aminés par transamination (Boiron, 1996), alors que seules
quelques espéces sont capables d'utiliser les nitrates, tandis que d'autres ne peuvent se
développer qu'en présence d'azote organique, et aucune moisissure n'est capable de fixer

l'azote atmosphérique (Devet, 1997 ; Belyagoubi, 2006).




Les mycotoxines

1. Définition :

Le mot mycotoxine est dérivé de mot grecque « mukes » qui signifie champignon et du mot
latin « toxicum » qui signifie poison (Bakirdere et al., 2012). Elles sont des métabolites
secondaires produites principalement par les genres Aspergillus, Penicillium, Alternaria et
Fusarium. 11 s’agit de petites molécules peu solubles dans I’eau, généralement non
dégradables par les organismes vivants et thermostables (jusqu’a 250°C), trouvées dans les
aliments aprés cuisson ou méme apres stérilisation et résistantes a des pH acides. Elles
persistent dans I’aliment méme si aprés la mort de champignons responsables de leur
production. Elles se trouvent dans le mycélium, les spores et diffusent dans le substrat

qu’elles contaminent (Nadjet et al., 2016).
2. Facteurs favorisant la mycotoxinogénése :

2.1. Facteurs intrinséques (liés a la souche fongique elle-méme) :

La toxicité des espéces fongiques varie et la production de mycotoxines peut dépendre des
especes, des souches ou de genres. On prend I’exemple d’Aspergillus flavus qui peut croitre
entre 15 et 44°C et produire ’AFB1, tandis qu’Aspergillus carbonarius peut croitre entre 8 et
40°C et produire de I’OTA. On peut aussi observer des déférences de condition optimale de
croissance et de mycotoxinogénése entre les souches d’une méme espece. De plus, il est
possible que des souches d’une méme espeéce produisent des mycotoxines différentes ou

plusieurs types de mycotoxines (Awuchi et al., 2021).
2.3. Facteurs extrinséques (ensemble des conditions écologiques) :
e La température :

La majorité des moisissures sont mésophiles avec une température optimale de croissance de
25 a 35°C (Dendouga, 2017). Plusieurs moisissures produisent des mycotoxines de maniere
plus efficace a des températures comprise entre 20 et 30°C (Awuchi et al., 2021).
Généralement, La température optimale de la toxinogénése est proche de la température
optimale de croissance mais, légeérement inférieure (Tabuc, 2007). La température optimale
de croissance d'Aspergillus flavus et d'Aspergillus parasiticus est de 36°C, tendis que la
production d'aflatoxines (AFs) par ces deux espéces nécessite et une température entre 25 et

33°C (Redouane, 2016). La température nécessaire pour la production d'OTA par P.

)



verrucosum et A. ochraceus est plus basse que celle qui est nécessaire pour sa production par
A. niger est A. carbonarius. D'autre part, A. ochraceus a besoin d'une température plus grande
que P. verrucosum pour atteindre la production optimale d'OTA (Figure 06) (Amezqueta et

al., 2012).
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Figure 06: Plage de températures minimale, optimale et maximale (°C) pour la production de

mycotoxines par quelques especes fongiques (Awuchi ez al., 2021).

e Activité de I’eau :

L’activité hydrique requis pour la toxinogénése est supérieure a celui requis pour la croissance
(Tabuc, 2007 ; Gauthier, 2016). Aspergillus flavus se développe de fagon optimale a une
activité de I’eau de 0.95 par contre la production d'aflatoxines (AFs) nécessite une activité de
I’eau de 0,99 (Redouane, 2016), et pour Penicillium verrucosum, les conditions optimales de
son développement nécessitent une activité de 1’eau de 0,80 alors que la production d’OTA

nécessite une activité > 0,85 (Tabuc, 2007).

L’activité de 1’eau minimale requis pour la production d'OTA est 0.8 - 0.95 (dans les céréales,
P. verrucosum : 0.80 ; A. ochraceus et A. niger : 0.91), elle est optimale de 0.95 - 0.99
(Amezqueta et al., 2012).




e LepH:

La croissance des champignons et la production des mycotoxines sont influencées par le ph de
I’environnement. Il affecte le processus métabolique y compris la morphogénése et la
sporulation. Une variation de ph peut avoir un impact sur I’expression des geénes impliqués
dans la biosynthése de certain mycotoxines. Par exemple, a un ph de 8, les génes responsables
a la production de I’OTA par Penicillium verrucosum sont activés. La synthése des AFs
nécessitent un ph de 4. De méme, la quantité¢ d’OTA produites par Aspergillus ochraceus est
plus levée dans des conditions de faibles ph. La production de la fumonisine B1 nécessite un
environnement alcalin et exige un ph qui se situe entre 4 et 5 pour étre synthétiser. De fagon
similaire, la synthese de trichothécenes est favorisée dans les condition acides (Awuchi et al.,

2021).
e Composition gazeuse :

La majorit¢é des moisissures sont des microorganismes aérobies. La diminution de la
concentration d'oxygéne et surtout I'augmentation de la concentration de CO2 dans milieu ont
un effet inhibiteur important sur la toxinogénese. Les taux d’O2 entre 5 et 21% réduisent la
production d’aflatoxines dans l’arachide, et lorsque le taux en O2 est inférieur a 1 % la

production est inhibée (Nguyen, 2007).

e Substrat :

Un champignon ne croit pas forcément sur n'importe quel substrat. L'aflatoxine (AF) ne se
trouve presque jamais dans le soja. A cause de la présence d'inhibiteurs a 1'état de trace
comme le zinc ou de protéine de petit poids moléculaire. La composition de substrat en
certains nutriments comme les sucres a un impact sur la contamination en AF. La
contamination des arachides et de soja par I'OTA produits par 4. alutaceus est plus importante
par rapport au colza, le blé ou le mais. D'une autre c6té le meilleur substrat pour la production
d'OTA par P. verrucosum est le mais. La CIT est synthétisée dans le bl¢ et le mais par P.
verrucosum seulement. La différence des facteurs physico-chimiques (aw, protéines,

oxygénation, etc.) conduit a cette spécificité de substrat (Nguyen, 2007 ; Redouane, 2016).

e Interactions entre organismes :
Les insectes et acariens disséminent les spores de moisissures dans les grains par les l€sions

u’ils créent ou sur la surface. Souvent, Les arachides, le coton et le mais attaqués par les
9 9




insectes avant la récolte présentent une contamination par 4. flavus ou les aflatoxines. Les
grains stockés hébergeant des charangons portent en général une population fongique
importante et parfois des mycotoxines. La présence simultanée de micro-organismes réduit la
production de mycotoxines grace a la compétition entre aux. La présence de F. moniliforme
dans les épis de mais empéche la croissance d'4. flavus et réduit le taux d'AF produit. 4. niger
inhibe la production d'AF pour A. flavus, car ce dernier produit des molécules inhibant la
biosynthése d'AF. La présence de plusieurs espeéces fongiques sur la méme denrée a

généralement un effet inhibiteur sur la production de toxine (Nguyen, 2007).

3. Principaux mycotoxines :
3.1. Les Aflatoxines :

Le mot Aflatoxine est une combinaison de trois mots ; « A » pour le genre Aspergillus, « fla »

pour I’espéece flavus et le mot « toxine » qui signifie un poison (Bakirdere et al., 2012).

La découverte de I’aflatoxine a commencée en Angleterre au debout des années 1960, apres la
mort de 100000 dindonneaux grace a une maladie inconnue. Ces dindonneaux se nourrissaient
de la farine d’arachide Brésilienne contaminée par Aspergillus flavus (Stewart et al., 1965 ;

Shuda, 2005 ; Pickova et al., 2021).

Il existe un total de 20 aflatoxines décrites, les plus importantes sont B1, B2, G1 et G2 et M1
(Shuda, 2005 ; Murphy et al., 2006 ; Bakirdere et al., 2012 ; Pickova et al., 2021).

Les aflatoxines sont synthétisées principalement par Aspergillus flavus. Cette espéce ne
produit que des aflatoxines B. Des espéces tels que 4. parasiticus, A. nomius, A. bombycis,
sont capables de synthétiser les deux types G et B. Plusieurs autre especes produisent les AFs
tel que: A. ochraceoroseus, A. parasiticus, A. parvisclerotigenus, A. pseudotamarii, A.
rambellii, A. toxicarius, Emericella astellata, Emericella olivicola, Emericella venezuelensis

(Dijksterhuis et al., 2007).

Les aflatoxines B1 et B2 émettent une fluorescence bleue et les aflatoxines G1 et G2

émettent une fluorescence verte (Bakirdere et al., 2012).

La transformation métabolique de I'AFB1 donne la forme hydroxylée « AFM1 » qui se
trouve dans le lait et les produits laitiers de 1'animal qui se nourrit des aliments contaminés par
l'aflatoxine. L'ingestion des doses ¢levées d'aflatoxines entrainent 4 une mort rapide

(Bakirdere et al., 2012). Elles sont des molécules mutagenes, cancérigénes et tératogénes




(Bakirdere et al., 2012 ; Pickova et al., 2021). Elles possédent ¢galement des effets
hépatotoxiques, génotoxiques, immunosuppresseurs, néphrotoxiques et cytotoxiques. Les
AFBI1, AFB2, AFG1 et AFG2 sont classés comme cancérogénes de groupe 1 pour I'homme
par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC) (Pickova et al., 2021). 11 a été
considéré que le foie est le principal organe cible de 'AFB1. La synergie entre I'AFB1 et les
infections virales de I'hépatite B ou C peut provoquer un carcinome hépatocellulaire (CHC)
(Bakirdere et al., 2012). Elles peuvent aussi provoquer des endommagements d'autres
organes.

En 2020, selon la base de données RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed), les
Aflatoxines étaient les plus souvent notifiées dans l'arachide, les figues séches, les épices, le
riz, les noisettes, les amandes et les pistaches (Pickova et al., 2021). Elle se trouve également
dans le blé, le soja, le fromage, les viandes, le mais, le beurre, le noix de coprah et le vin

(Murphy et al., 2006).
3.1.1. Réglementation des aflatoxines :

En 2006, la Commission européenne a fixée de teneurs maximales pour les aflatoxines dans

les denrées alimentaires (Tableau 01).

Tableau 01 (Partie 01) : Teneurs maximales en aflatoxines exprimées en pg/kg (AFSSA,

2007).

Aflatoxine Matrice Teneur maximale en

ng/’kg

Arachides (cacahuétes) + autres graines | de 2,5 ou 8 selon le
+ fruits secs produit et son stade de

transformation

20u 5 selon le produit

B1 Céréales et son stade de
transformation
Certaines épices 5
Préparations a base de céréales et 0.1

aliments pour nourrissons et enfants en

bas age




Tableau 01 (Partie 02) : Teneurs maximales en aflatoxines exprimées en pg/kg (AFSSA,

2007).

Aflatoxine Matrice Teneur maximale en

ng/’kg

Arachides (cacahuétes) + autres graines | De 4,10 ou 15 selon le
+ fruits secs produit et son stade de

transformation

4 ou 10 selon le

B1+B2+G1+G2 Céréales produit et son stade de
transformation.
Certaines épices 10
Lait 0.05
Ml Préparations pour nourrissons et 0.025

enfants en bas age

3.2. Les Ochratoxines :

Elles sont produites par plusieurs espéces de genre Aspergillus et de genre Penicillium
(Applegate et al., 1973). L’ochratoxine A est le principale toxine de ce groupe (Murphy et
al., 2006). Elle a été isolée pour la premiere fois en 1965 en Afrique de Sud a partir
d’Aspergillus ochraceus durant un dépistage des aflatoxines. Les principaux producteurs
d’OTA sont des espéces de section Nigri (Aspergillus niger, A. carbonarius...), section Flavi
(A. alliaceus, A. lanosus, A. albertanses...), section Circumdati (A. melleus, A. sclerotiorum,
A. Ostianus, A. petrakii, et A. auricomus...) et des especes de genre Penicillium (P.
chrysogenum, P. nordicum et P. verrucosum...) (Bayman et al., 2006). Elle est caractérisée
par la présence de chlore dans sa structure. L’OTB et L’OTC qui sont des dérivés de I’OTA,
sont moins toxique et moins courants que lui (Bayman et al., 2006 ; Reddy et al., 2010). La
formule brute de ’OTA est C20HI8CINOG6 avec une masse molaire de 403,8 g/mol. Elle est
peu soluble dans I’eau et insoluble dans les hydrocarbures saturés. Elle posséde une structure

cristalline incolore a blanche avec une florescence verte sous ’UV en milieu acide et bleu en




milieu basique (El Khoury et al., 2010). L’OTC est classée par le IJARC comme un
cancérogene de classe de 2B probable pour I’homme (Murphy et al., 2006).

L’OTA possede un effet :

e Néphrotoxique :

La néphropathie est I'effet toxique majeur de I'OTA. Elle est soupgonnée d'étre la cause d'une
maladie chronique interstitielle affectant la population du sud-est de 1'Europe (Croatie,
Bosnie, Bulgarie et Roumanie) connue sous le nom de la néphropathie endémique des
Balkans (BEN). Elle est également considérée comme la cause majeure de la néphropathie
tunisienne affectant la population en Tunisie (ElI Khoury et al., 2010).
e Carcinogene :

Selon des ¢études, lorsque I'OTA a ét¢ administrée dans 1'alimentation des souris males, ils ont
présenté¢ des tumeurs hépatocellulaires, des tumeurs rénales, des hépatomes et des nodules
hépatiques hyperplasiques. Dans une autre étude, des souris femelles ont développé des
carcinomes hépatocellulaires et des adénomes suite a l'ingestion d'OTA dans leur régime
alimentaire (El Khoury et al., 2010). Les personnes qui consomment plus de 70 pug / kg de
poids corporel par jour dOTA ont souvent un risque accru de développer des tumeurs rénales

(Reddy et al., 2010).

3.2.1. Réglementation d’OTA :

En 1991, le Comité d'experts mixte FAO/OMS sur les additifs alimentaires (JECFA) a
procédé a I'évaluation de I'OTA. A l'issue de cette évaluation, le comité a établi un niveau de
tolérance hebdomadaire provisoire (PTWI) de 112 ng/kg de poids corporel.

En 1995, le JECFA a réévalué cette molécule et a confirmé que la quantité hebdomadaire
tolérable provisoire ¢était de 100 ng/kg de poids corporel par semaine. Ils ont également
demand¢ des études supplémentaires sur I'OTA.

Le Comité scientifique de 1'alimentation humaine (CSAH) a déclaré en 1998 que des études
toxicologiques récentes et des données d'exposition ont conduit a accorder une attention
spécifique aux groupes vulnérables, tels que les nourrissons et les enfants, ainsi qu'aux
groupes de consommateurs exposés a des niveaux plus élevés d'OTA en raison de leurs
habitudes alimentaires. Le comité a recommandé de minimiser autant que possible la
consommation d'OTA en maintenant les niveaux quotidiens entre 1,2 et 14 ng/kg de poids

corporel.
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En 2002, la Commission européenne a limitée la contamination par OTA dans les céréales
non transformées, y compris le riz et le sarrasin, jusqu'a 5 pg/kg. Pour les produits dérivés des
céréales, tels que les céréales transformées, la limite de contamination a été fixée a 3 pg/kg.
Les raisins secs ne doivent pas contenir plus de 10 pg/kg d'OTA, selon cette réglementation

(El Khoury et al., 2010).



Matiére alimentaire

1. Synthese biobibliographique sur la plante de nigelle (Nigella sativa)
1.1. Généralité :

Le mot "nigella" est dérivé du mot latin "nigellus", qui signifie noir (Malhotra, 2012 ; Ziadi
et al., 2022). Depuis des temps anciens, cette plante est utilisée comme €pice et condiment.
Des textes antiques grecs, romains et hébreux la mentionnent sous le nom de "cumin noir",
que ce soit comme condiment ou comme ingrédient de la médecine a base de plantes. La
région d'origine de Nigella s'étend de la Méditerranée a l'ouest de 1'Asie jusqu'au nord de
I'Inde (Mahotra, 2012). Il s'agit d'une plante annuelle herbacée qui se développe
particuliérement bien sur des sols limoneux dans les régions tropicales et subtropicales

(Majeed et al., 2021).

1.2. Classification de Nigell sativa :

Nigella sativa appartient au régne Plantae et a I’embranchement Magnoliophyta qui regroupe
les plantes a fleurs. Elle est classée dans la classe de Magnoliopsida (dicotyledones), ce qui
signifie qu’elle présentes deux feuilles primordiales constitutive de la graine (Glimn-Lacy et
al., 2006 ; HALAMSKI et al., 2010 ; Hebidi, 2019). Elle appartient a 1’ordre Ranunculales,
qui comprend sept familles (FAYet Christenhusz, 2012 ; Johri et al, 2013). Cette plante
fait partie de la famille des Ranunculaceae, qui comprend environ 43 genres et plus de 2000
especes. Elles sont des herbes vivaces ou annuelles, parfois des sous arbrisseaux ou des lianes
herbacées ou ligneuses possédant des feuilles simples ou composées, alternes, basales et
caulines, et souvent sans stipules. Elles ont une symétrie actinomorphe, mais rarement
zygomorphe, et peuvent étre solitaires ou regroupées en cymes, en racémes ou en panicules.
Ces plantes peuvent étre monoiques ou dioiques. Les sépales sont au nombre de 2 4 5 ou
plus, de couleur verte.les pétales peuvent étre présents ou absents, au nombre de 2 a 5 ou plus,
libres et généralement munis de nectaires. Les étamines sont nombreuses, rarement peu
nombreuses, libres et disposées en spirale. Les filaments sont linéaires ou filiformes. Les
antheres sont a 2 loges, elles s’ouvrent longitudinalement lors de la déhiscence, et parfois
elles peuvent présenter des staminodes. Les carpelles sont nombreux ou peu nombreux,
rarement un, libres, rarement soudes, et disposes en spirale ou en verticilles sur des
réceptacles renfles. L’ovaire contient de 1 a de nombreux ovules, anatrope. Le fruit est un
follicule ou un akéne, rarement une capsule ou une baie, souvent avec des styles persistants.
Les graines sont petites (Xu et Deng, 2017). Le genre Nigella regroupent environ 20 especes

(Zheng et al., 2020). Elles sont des plantes annuelles, dressées ou décombantes, glabres ou
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pubescentes, portant des feuilles alternes, le plus souvent pennatisiquées. Les fleurs sont
solitaires, roses, blanches, bleutées a jaunes. Calice a cinq sépales, souvent pétaloides,
persistant ou caducs. Carolle a cinq pétales, souvent a onglet recourbé et limbe simple. Les
¢tamines sont nombreux, d’abord dressés puis recourbés vers le bas. Ovaires de 2 a 10

carpelles (Zohary, 1983 ; Assi et al., 2016).

1.3. Morphologie de la plante :

La plante a une hauteur de 30 a 70 cm (Hossain et al., 2021). Elle est une herbe dressée
possédant un systéme racinaire pivotant (Majeed et al., 2021). Sa tige a un diametre de 0,65
a 0,98 cm tendis que, les racines ont une longueur de 12,74 a 15,08 cm. Les feuilles sont
disposées de maniere. Elles ont une forme linéaire a lancéolée. Les fleurs ont une couleur
variant entre le rose, le blanc, le jaune, le bleu pale ou le violet pale. Le nombre de pétales est
de 5 a 10, tandis que le nombre de sépales est de 4 a 6. Les graines sont contenues dans des
capsules dont la taille varie de 0,4 a 1,7 cm. Elles sont de couleur noire et leur forme est
aigué, avec des angles vifs, ovale, tétrangulaire et plus effilée a I'extrémité (Figure 07)

(Hossain et al., 2021).

Figure 07: Plante et graines de Nigella sativa (Desai et al., 2015)

22
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1.4. L’origine, la production et le commerce international de nigelle :

C’est une plante annuelle originaire d'Afrique du Nord, d'Europe du Sud et d'Asie du Sud-
Ouest, est elle cultivée dans divers pays du globe (Kumari et Singh, 2021). L'Inde et I'Egypte
sont les principaux producteurs mondiaux de graines de nigelle. D'autres pays, tels que le Sri
Lanka, le Bangladesh, le Népal, I'Egypte, I'Irak et le Pakistan, contribuent également a la
production de ces graines (Kour et Gani, 2021; Ahmed et al., 2022). Le prix du commerce
international des graines de nigelle indiennes varie de 2 258 USD a 2 750 USD par tonne,
tandis que la valeur des graines égyptiennes est de 2 900 USD par tonne (Rahman et al,
2020; Haque et al, 2022). La culture de la nigelle en Algérie est limitée et se concentre
principalement de maniere traditionnelle dans les régions d'Ouargla, Biskra, Timimoune,
Adrar et Skikda. La production nationale de graines oléagineuses en Algérie est nettement
insuffisante pour répondre aux besoins de consommation. Par conséquent, le pays dépend
largement des importations pour satisfaire sa demande. En 2007, par exemple, I'Algérie a
importé plus de 1700 tonnes de graines oléagineuses, y compris la nigelle (Hadjadj, 2008).
Les principales sources d'importation de nigelle en Algérie sont I'Inde, la Chine et la Syrie

(Hadjadj, 2015).

1.5. Composition nutritionnelle de Nigella sativa :

e Lipides:

Les graines de nigelle contiennent un teneur élevé des huiles fixées (35,6 a 41,6 %). Elles
sont également riches en acides gras essentiels, ainsi qu'en stérols bioactifs. La graine de
cumin noir est principalement composée d'acides gras insaturés, dont une grande
proportion d'acides gras polyinsaturés (59,7 %), suivie d'acides gras monoinsaturés (24,1
%) et d'acides gras saturés (16,1 %). L'acide linoléique est le principal acide gras
polyinsaturé, représentant environ la moiti¢ de la composition en acides gras, tandis que
l'acide oléique est le principal acide gras monoinsaturé (24,1 %) (Kirlan et al., 2021).

Les acides gras polyinsaturés, tels que l'acide linoléique, l'acide linolénique, l'acide
oléique et leurs dérivés (oxylipines..), jouent un rdle essentiel en tant que signaux de
développement importants qui influencent la production de conidiospores asexuelles et de
sclérotes chez plusieurs genres de champignons pathogenes des graines oléagineuses,
notamment Aspergillus (A. flavus et A. parasiticus, A. niger et A. nidulans...), Alternaria,
Sclerotinia, Mucor et Neurospora. L'absence de ces molécules est associée a un retard de

la germination des spores, une réduction de la croissance et une perte de développement
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des sclérotes, ce qui entraine une diminution de leur capacité a coloniser les substrats
(Wilson et al., 2004 ; Dagenais et al., 2008).

Le B-sitostérol est le stérol prédominant trouvé dans la fraction insaponifiable d’huile de
nigelle, avec une concentration de 1135 a 1182 pg/g d'huile. D’autre part, la
phosphatidylcholine, 1la phosphatidyléthanolamine, la phosphatidylsérine et Ie
phosphatidylinositol sont les principales catégories de phospholipides présentes dans

I’huile de graines nigelle (Kirlan et al, 2021).

e Les composés phénoliques

IIs sont abondants dans 1’huile des graines de nigelle, avec des concentrations variant de
1,02 a 1,40 mg équivalents d'acide gallique/g d'huile (Kirlan et al., 2021). Les principaux
composés phénoliques présents sont la thymohydroquinone, la dithymoquinone, les
tanins, les triglycosides de flavanol et le kaempférol 3-O-B-D-glucosylgalactoside

(Mukhtar et al., 2021).

e Proteins :

La composition des graines de nigelle en protéines est de 16.0% a 19.9% (Manoharan et
al., 2021). L'analyse des acides aminés a révele la présence de différents acides aminés
essentiels et non essentiels en quantités variables. Les acides aminés majeurs dans les
graines de cumin noir sont l'acide glutamique, 1'acide aspartique, 1'arginine et la glycine,
qui sont des acides aminés non essentiels. Ils représentent environ la moiti¢ de tous les
acides aminés présents dans les protéines des graines de N. sativa. Parmi les acides aminés
essentiels, la leucine est présente en plus grande quantité. On trouve également la valine,
la lysine, la thréonine, la phénylalanine et 1'isoleucine dans les graines de N. sativa (Cakir

et Gulseren, 2019).

e Vitamins:

Les graines de cumin noir sont une bonne source de vitamines liposolubles D, E, et K
(Vatansev et al., 2013). Les vitamines hydrosolubles, B1 (thiamine), B2 (riboflavine), B6
(pyridoxine), PP (niacine) et l'acide folique sont également des composants importants des

graines de N. sativa (Nergiz et Otles, 1993 ; Manoharan et al., 2021).
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e Minéraux:

La teneur en minéraux dans les graines de Nigella sativa varie de 1,8% a 3,7% (Kabir et
al,, 2019). Parmi les minéraux présents, le potassium, le sodium, le phosphore, le
magnésium et le fer sont les principaux. Cependant, d'autres minéraux tels que le zinc, le
cuivre, le calcium et le mangang€se sont présents en concentrations relativement plus

faibles (Manoharan et al., 2021).

e Composition en carbohydrates, fibres et en eau :
Les graines de Nigella sativa contiennent environ 33,9% de carbohydrates, 5,5% de fibres

et une teneur en eau d'environ 6,0% (Manoharan et al., 2021).

1.6. Les maladies fongiques de nigelle :

Plusieurs maladies fongiques peuvent infecter la plant de Nigella sativa, parmi lesquelles On

cite :
v La pourriture des racines fusarienne :
Elle est causée par différentes especes du genre fongique Fusarium, est une maladie
importante qui affecte les plantes de cumin noir (Nigella sativa). Les especes de Fusarium
responsables de cette maladie dans Nigella sativa sont F. comptoceras, Fusarium
lateritium et F. redolens, en particulier F. solani (Mohamed et al., 2017 ; Olmez et al .,
2021). Ces champignons infectent les racines de la plante, entrainant un brunissement et
un ramollissement des extrémités des racines, des lésions des racines de tailles et de
couleurs variables (rougeatres, brunes et noires), un jaunissement des feuilles, ainsi qu'une
croissance ralentie de la plante (Williamson-Benavides et Dhingra, 2021). Ces
champignons sont considérés comme des pathogeénes du sol et des semences (Khaledi et

Hassani, 2021).

v" Le flétrissement fusarien :

Le flétrissement fusarien est une maladie qui peut affecter le cumin noir (Nigella sativa) et
est causée par le champignon Fusarium oxysporum (Jibat et al., 2018). Le champignon
pénétre les racines et colonise le cortex racinaire ainsi que 1'endoderme, puis se propage
vers le xyléme et colonise les feuilles et les tiges, entralnant la mort de la plante. Les
symptomes comprennent une croissance retardée, un jaunissement des feuilles, une
décoloration rougeatre de la tige et la pourriture des racines... (Okungbowa et Shittu,

2012).
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v La briilure alternarienne :

C’est une maladie qui peut affecter le cumin noir (Nigella sativa). Elle est causée par le
I’espece Alternaria brunsii (Wako, 2020). Cette maladie est caractérisée par la présence
des taches foliaires irréguliéres de couleur brun a brun foncé. Ces taches regroupent pour

former des grandes zones entrainant a la brilure des feuilles (Mamgain et al, 2013).

2. Synthése bibliographique sur la plante de lin (Linum usitatissimum)
2.1. Généralité :

Le nom scientifique Linum vient du mot celtique "lin" qui signifie "fil", tandis que

"usitatissimum" est une expression latine signifiant le plus utile (Chao et al., 2017).

Le lin est une plante annuelle, habituellement semée en période printaniére et qui se reproduit
par autopollinisation. Elle est 'une des plus anciennes plantes cultivées a travers I'histoire. Sa
culture remonte a 7000 av. J.-C., ou elle était utilisée par les Mésopotamiens. Plus tard, les
Egyptiens, Babyloniens, Grecs, Romains et d'autres civilisations l'ont également cultivé pour
ses fibres. Pendant le Moyen Age, le lin était le produit textile le plus important. Aujourd’hui,
Elle est considéré une des cinq principales cultures de graines oléagineuses au monde et la
troisieme plus grande culture de fibres naturelles. Les qualités textiles de la fibre de lin

surpassent celles du coton (Schilperoord, 2018).

2.2. Classification de la plante:

Linum usitatissimum appartient au régne Plantae et a I’embranchement Magnoliophyta qui
regroupe les plantes a fleurs. Elle est classée dans la classe de Magnoliopsida (dicotyledones),
ce qui signifie qu’elle présentes deux feuilles primordiales constitutive de la graine (Glimn-
Lacy et al, 2006 ; HALAMSKI et al., 2010 ; Hebidi, 2019). Elle appartient a ’ordre
Malpighiales, qui regroupe 13 ordres, 42 famille et 16000 espece (Wurdack et Davis, 2009 ;
Nag et al.,, 2015 ; Mishra et Poonia, 2021). Cette plante fait partie de la famille des
Linaceae, qui comprend 14 genres et environ 250 especes, cependant, Linum usitatissimum est
la seule espece cultivée (Sanehi, 2023). Elles sont des plantes qui peuvent tre des lianes, des
arbres, des arbustes ou des herbes. Elles ont des stipules latérales et des feuilles disposées en
spirale ou en distique. Les fleurs sont hypogynes, avec des pétales caducs et contournés. Elles
n'ont pas de disque floral. Les filaments des étamines sont fusionnés a la base pour former un

tube. Les fruits sont des drupes ou des capsules. Les graines ne pas persistantes et les stomates
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sont de type paracytique (Van et Nooteboom, 1984). Le genre auquel Linum usitatissimum
appartient est le genre Linum, qui comprend environ 230 especes (Nag et al., 2015 ; Mishra

et Poonia, 2021 ; Nada, 2022).

2.3. Morphologie de la plante :

Le lin est une plante annuelle qui pousse jusqu'a 120 cm de hauteur et développe des tiges
robustes, élancées, minces, avec un diamétre d'environ 1,4-1,6 mm (Schilperoord, 2018). Les
feuilles sont lin€aires-lancéolées, de couleur verte, dispos€es de maniere alternée et mesurent
entre 20 et 40 mm de longueur et 3 mm de largeur (Schilperoord, 2018 ; Saleem et al.,
2020). Les fleurs de lin sont d'un diamétre de 15 a 25 mm. Elles sont principalement de
couleur bleu pale, mais peuvent varier. Elles possedent une structure florale pentamere, c'est-
a-dire que ses organes floraux se présentent en cinq parties. Elles sont composées de 5
sépales, 5 pétales et 5 étamines. La capsule, nommée aussi clochette, est formée par 5 lobes
unis, chacune d'entre elles générant 2 graines. Par conséquent, chaque clochette peut
renfermer jusqu'a 10 graines au maximum. Elle séche et ronde d'un diamétre de 5 & 9 mm
(Schilperoord, 2018). Les graines de lin sont brunes brillant et mesurent entre 4 et 7 mm de
longueur. Les noyaux sont a la fois croustillants et moelleux, avec un golt plaisant. Cette
plante herbacée possede un systéme racinaire peu profond qui peut atteindre une profondeur
allant de 92 a 122 cm dans les sols a texture grossiere avec un diameétre de 1.2-2 mm (Figure

08) (Nag et al., 2015 ; Saleem, 2020).

Figure 08 : Le lin : (A) Fleur, (B) Fruit, (C) Plante séchée,

(D) Graines (Mishra et Poonia, 2021).
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2.4. L’origine, la production et le commerce international de lin :

Linum usitatissimum est une plante originaire de I'Asie de 1'Ouest, des terres cotieres
méditerranéennes et de I'Asie Mineure (Badole, et Bodhankar, 2012). Elle est aujourd’hui
cultivée dans plus de 50 pays a travers le monde, parmi lesquels le Canada, L'Inde, la Chine,
I'Argentine et les Etats-Unis sont les principaux pays producteurs (Nosevich et al., 2020 ;
Sravropoulos et al., 2023). Elle est également cultivée en Russie, en Uruguay, au Pakistan,
au Japon, au Maroc, en Australie, en Irlande... (Sanehi, 2023). La culture du lin occupe une
superficie de 2,5 a 3,2 millions d'hectares dans la production agricole mondiale, avec une
récolte de graines d'environ 1,9 a 2,7 millions de tonnes. Cela représente moins de 1% de la
superficie totale consacrée aux cultures maraicheres a l'échelle mondiale (Nosevich et al.,
2020). L’ Asie occupe la plus grande part avec 35,4% de la production totale (Bahadorian et
al,, 2023). En 2020, le Canada et la France étaient les deux plus grands exportateurs de
graines de lin et de fibres de lin, respectivement. On estime que le marché du lin est en
expansion rapide, ce qui témoigne d'un intérét renouvelg€, attribuable peut-&tre aux récents
développements de la recherche, ainsi qu'a la reconnaissance des multiples applications du lin

(Sravropoulos et al., 2023).

2.5. Composition nutritionnel des graines de lin :
e Lipides:

La graine de lin est la source végétale la plus abondante en acide gras oméga-3,
notamment l'acide alpha-linolénique, qui représente plus de la moitié de la quantité totale
d'acides gras (Verghese, 2011). Les deuxiéme et troisiéme acides gras les plus dominants
dans 1'huile de lin sont l'acide oléique et 1'acide gras oméga-6 essentiel, 1'acide linoléique
(LA), avec des proportions respectives de 11 a 29% et 9 a 21% (Johnsson, 2009). L'acide
linol¢ique (LA) est largement répandu dans le régne végétal et se trouve en abondance
dans la plupart des graines végétales (Verghese, 2011). Plus de 90% des lipides présents
dans les graines de lin se présentent sous forme de triacylglycérols, tandis que le reste est
compos¢ d'acides gras libres, de phospholipides, de stérols et d'esters de stérols. Les
principaux stérols présents sont le sitostérol, le cycloarténol et le campestérol, représentant

ensemble 75% des stérols totaux (Johnsson, 2009).
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e Protéines :

Les graines de lin sont riches en protéines, constituant jusqu'a 23 % de leur poids total
(Wu et al., 2019). Les cotylédons des graines renferment la plus grande quantité¢ de
protéines. Elles se présentent principalement sous la forme de globulines (environ 80 %)
et de glutéline (environ 20 %) (Raghuwanashi et al., 2019). La teneur en acides aminés
pour 100 g de graines de lin est la suivante : acide glutamique 26,92g, arginine 10,63g,
asparagine 9,76g, leucine 6,82g, glycine 6,14g, phénylalanine 5,33g, proline 5,24g, sérine
5,88g, isoleucine 5,21g, valine 5,17g, thréonine 4,19g, lysine 4,18g, cystéine 3,80g,
tyrosine 2,94¢, histidine 2,45g, méthionine 2,20g et tryptophane 1,38g (Mueed et al.,
2022).

e Minéraux :

Les principaux minéraux présents dans les graines de lin sont le K (813mg/100g), le P
(642mg/100g), le Mg (392mg/100g), le Ca (255mg/100g) et le Na (30mg/100g). Elles
contiennent également des oligo-éléments tels que, le Fe (5.37mg/100g), le Zn
(4.34mg/100g), le Mn (2.48mg/100g), le Cu (1.22mg/100g) et le Se (25.4 pg/100g)...
(Ozcan et Degerli, 2019 ; Sravropoulos et al., 2023).

e Vitamines :

L'huile de lin est une source riche en vitamines liposolubles, notamment les tocophérols a,
B, y et 0. La teneur totale en tocophérols dans 1'huile de lin varie généralement entre 40 et
50 mg pour 100 g. Parmi ces tocophérols, le y-tocophérol est le plus abondant,
représentant plus de 80 % de la teneur totale en tocophérols. Les quantités spécifiques de
tocophérols a, P, y et d dans 1 g de graines de lin crues sont les suivantes : a-tocophérol -
6,26 pg/g, B-tocophérol - 1,07 pg/g, y-tocophérol - 302,0 ng/g et 5-tocophérol - 2,26 pg/g
(Ozcan et Degerli, 2019, Mueed et al., 2022). En plus des tocophérols, les graines de lin
contiennent €galement d'autres vitamines telles que la vitamine C (0,6 mg/100 g), la
vitamine K (4,3 pg/100 g) et la vitamine B-6 (0,473 mg/100 g) (Sravropoulos et al.,
2023).

e Composition en carbohydrates, fibres et en eau :
Pour chaque 100g de graines, les graines de Linum usitatissimul contiennent environ

28.9¢g de carbohydrates, 27.3 g de fibres et 6.96g de 1’eau (Sravropoulos et al, 2023).




2.6. Les maladies fongiques de lin :

Les maladies du lin sont principalement causées par des agents pathogenes fongiques. Parmi

ces maladies On cite :
V' Le flétrissement fusarien :
C’est une maladie qui se manifeste a différents stades de croissance des plantes. Les
symptomes comprennent la mort des plantules, le brunissement et le desséchement des
parties supérieures des plantes. Les racines deviennent grises et les tiges nécrotiques et
cassantes. Fusarium oxysporum est I'agent causal principal de cette maladie. Il se trouve
principalement dans le sol ou il se propager par le vent, le ruissellement des sols, les
semences infectées et les débris végétaux (Muir et Westcott, 2003).
v La briilure alternarienne :
C’est une maladie qui affecte les plantules, les fleurs et les feuilles du lin, causant des
brilures et réduisant ainsi la qualité et la viabilité des graines récoltées a partir de plantes
malades. Les plantules touchées présentent un retard de croissance et des 1ésions rouges
foncées sur les hypocotyles et les cotylédons, ce qui entraine leur effondrement en une a
deux semaines. Les trois principales especes responsables de cette maladie sur le lin sont
Alternaria linicola, A. alternata et A. infectoria. D'autres espéces telles que A. lini ont

¢galement été signalées (Muir et Westcott, 2003 ; Singh et al, 2016)
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Matériels et méthodes

1. Echantillonnage :

Trente Cinque (35) échantillons composés de quinze (15) échantillons de graines de lin et

vingt (20) échantillons de nigelle commercialisés en Algérie (Bouira) ont été prélevés de

plusieurs points de vente (marchés, supérettes et épiceries) pendant la période de 02 février a

11 mars. La répartition selon I’origine, la nature et le nombre d’échantillons analysés sont

résumés dans le tableau 02 :

Tableau 02: Répartition des échantillons analysés selon 1’origine et la nature.

Nigelle Graines de lin
Epicerie | Marché | Superette | Epicerie | Marché | Superette
e Bouiraville 04 - 01 07 - -
¢ Bir Ghbalou 02 01 02 01 01 -
e Ain bessam 05 03 01 05 - -
¢ Ain El Hadjar 01 - - 01 - -
Totale 20 15

2. Milieux de culture :

Quatre milieux de culture (composition en annexe I) ont été utilisés pour I’isolement, la

purification et 1’étude de pouvoir mycotoxingene des moisissures de lin et de nigelle.

e Milieu de PDA, CYA, MEA, utilisés pour 1’isolement, lidentification et la

purification des isolats.

e Milieu CAM, utilis¢ pour I’étude de la pouvoir mycotoxingene des isolats

d’Aspergillus flavus.

3. Préparation des diluants :

Pour chaque litre d'eau distillée, on a ajouté quatre gouttes de solution de Tween 80, puis on a

mélangé. Ensuite, Le diluant a été¢ divisé dans des flacons en verre, a raison de 90ml par
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chaque flacon. En parall¢le, des tubes contenant 9 ml de diluant ont été préparés. Les flacons

et les tubes ont étés autoclavés dans 1’autoclave a 121C° pendant 20min.
4. Isolement et dénombrement de la flore fongique :

L’isolement des moisissures a été réalisé selon la méthode de suspension dilution. Dix (10)
grammes de chaque échantillon broyé ont été pris et ajoutés a 90 ml de diluant. Les
suspensions obtenues ont ¢té ensuite agitées pendant 20 minutes sur une plaque agitatrice,
correspondant ainsi a une dilution de 10-1. Aprés, 1 ml de chaque dilution 10" a été prélevé a
l'aide d'une micropipette et mélangé avec 9 ml de diluant dans un tube a vis, créant ainsi une
dilution de 10" 2. Par la suite, 1 ml de la dilution 10" % a été prélevé et ajouté & un autre tube
contenant 9 ml de diluant, produisant ainsi une dilution de 10 . Un volume de 100 pl de
chaque dilution 10", 10" ? et 10" > a été ensemencé sur des boites de Pétri contenant le milieu
PDA. Aprés incubation a 30°C pendant 5 jours, le dénombrement a été effectué en
sélectionnant les boites contenant un nombre de colonies compris entre 10 et 150. Les

résultats obtenus sont exprimés en unités formant colonies par gramme (UFC/g) (Figure 09).
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Figure 09: Technique d’isolement par la méthode de suspension dilution.




5. Identification des isolats obtenus :

L'identification des isolats fongiques est basée sur I'observation des caracteres

macroscopiques et microscopiques.
5.1. Identification macroscopique :

Elle est réalisée suite a 1’observation des caractéres culturaux des souches purifiés apres leur
croissance sur des milieux spécifiques (PDA, CYA, MEA). Les différents caractéres utilisés
dans cette étapes sont: l'aspect de la colonie (forme, couleur, texture, taille), la

pigmentation...
5.2. Identification microscopique :

Elle est réalisée en observant les caractéristiques microscopiques de souches obtenues telles
que la forme, la surface et la taille des spores, le cloisonnement des filaments et la
pigmentation des structures fongiques, ainsi que la présence de structures spécifiques telles
que les tétes aspergillaires ou les sporocystes. Elle a été effectuée par un prélévement direct

avec un ruban adhésif.
5.2.1. Méthode de prélevement direct avec un ruban adhésif :

Un fragment de la colonie fongique a été prélevé directement a l'aide d'un ruban adhésif
transparent. Une fois le prélévement a été effectué, le ruban adhésif a été placé sur la lame et

observée sous différents grossissements (Gx10, Gx40 et Gx100) (Figure 10).

Obzervation sous

microscope photonique

Fuban adhésive

Lame

Figure 10 : Méthode de prélevement direct avec la technique du drapeau.
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6. Repiquage et Purification :

Afin d’obtenir des souches pure, L’ensemble des souches isolées et identifiées ont été
repiquées en prélevant un fragment de colonie avec une anse stérilisée, en évitant tout contact
avec les autres colonies adjacentes sur le milieu PDA. Ce fragment a ét¢ déposé au centre
d'une nouvelle boite ou la date de repiquage et les informations de la boite de préleévement ont
¢été indiquées. Le repiquage a été effectué de maniere aseptique pres du bec Bunsen et les

boites ont été incubées a 30°C pendant 5 jours (Figure 11).

Stérilisation de Prélevement d'un fragment
l'anse a platine de la colonie

' 4
, ’H |
Dépot du fragement dans Incubation & 30°C
une nouvelle boite pendant 05 jours

Figure 11: méthode de repiquage et purification des souches.




7. Etude de la production des mycotoxines :
7.1. Etude de pouvoir producteur des aflatoxines :

Pour étudiés le pouvoir producteur des aflatoxines par les isolats d’Aspergillus flavus. Onze
souches de cette espeéce ont été repiquées dans des boites de pétri contenant le milieu CAM,
puis elles ont été incubées pendant 05 jours a 30°C. Apres le développement des colonies, les
souches ont ¢été observées sous la lumiére ultra violette a longueur d’onde de 365nm, ce qui
permet de mettre en évidence la capacité de production des aflatoxines par les souches via

I’émission d’une fluorescence bleu sur le verso de la boite.
8. Production des sclérotes :

La production des sclérotes par les Aspergillus section flavi (caractére taxonomique
important pour distinguer certaines especes de cette section) est réalisée selon la méthode
décrite par Novas et Cabral (2002) ; Abbas et al (2006). Onze isolats d’Aspergillus flavus
ont été cultivés sur milieu CYA pendant 14 jours a 30°C a I’abri de la lumiere. Les sclérotes
produits se présentent sous forme d'une masse mycélienne compacte qui est souvent dure,
globuleuse et de couleur blanche au début, mais qui devient noire avec le temps. Ces sclérotes

sont considérés comme des organes de conservation.

Pour déterminer leur morphotype, les sclérotes sont placés sur un morceau de papier
millimétré dans le couvercle d'une boite de Pétri, puis leur diamétre est mesuré sous
microscope photonique (Gx10). Les isolats de morphotype « L » produisent des sclérotes de
taille supérieures a 400 um, tandis que Les isolats de morphotype « S » produisent des

sclérotes de taille inferieurs a 400 um.
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Résultats et discutions

1. Analyse de la flore fongique des échantillons :
1.1. Identification des genres et des espéces :

En se basant sur I'é¢tude des caractéres macroscopiques des boites (couleur, aspect recto et
verso des colonies, etc.) et des caractéres microscopiques (forme des filaments et des spores),
des souches fongiques appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Alternaria,

Cladosporium, Mucor ainsi que des levures ont été identifices.

o Le genre Aspergillus :

L'observation macroscopique des colonies d'Aspergillus sp montre un aspect cotonneux,
granuleux a poudreux..., de couleur variable selon l'espece. L'identification microscopique
repose essentiellement sur la mise en évidence des tétes aspergillaires. Les especes
d'dspergillus isolées dans l'ensemble des échantillons étudiés sont : Aspergillus
niger, Aspergillus  flavus et Aspergillus fumigatus, Aspergillus terreus, Aspergillus

carbonarius.

o Aspergillus niger :

Les colonies d’Aspergillus niger sont granuleuses constituées d'un feutre basal blanc ou jaune
compact, recouvert d'une couche dense de tétes conidiales allant du brun foncé au noir.
L’observation microscopique montre des conidiophores lisses, cloisonnés, hyalins qui
deviennent brunatre vers la vésicule. Les tétes aspergillaires sont grandes, globuleuses, brun

foncés portants des conidies globuleuse de couleur brun foncés (Figure 12).




Figure 12 : aspect macroscopique d’ Aspergillus niger sur milieu PDA, CYA et MEA
respectivement avec I’aspect microscopique observé sous microscope photonique (Gx10 et

Gx40).
o Aspergillus carbonarius :

Les colonies de cette espece sont granuleuses de couleur brun a noire au recto et jaunatre au
verso. L’observation microscopique montre des Filaments hyalins et septés. Tétes
aspergillaires globuleuses et brun foncés. Conidies globuleuse, petite et de couleur brun

foncés (Figure 13).

Figure 13 : aspect macroscopique d’Aspergillus carbonarius sur milieu PDA, CYA et MEA,

respectivement avec 1’aspect microscopique observeé sous microscope photonique ((Gx10 et

Gx40).
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o Aspergillus fumigatus :

Les colonies sont de couleur bleu-vert avec des bordeurs blanches au recto et de couleur
jaune pale au verso. L'observation microscopique montre des conidiophores courts et lisses
Filaments cloisonnés, Ils possédent une vésicule terminale en forme de cone de petite
taille.qui supporte des phialides sur les deux tiers supérieurs de la vésicule. Les conidies sont

vertes, globuleuses a subglobuleuses et leur paroi est rugueuse (Figure 14).

Figure 14 : aspect macroscopique d’Aspergillus fumigatus sur milieu PDA, CYA et MEA,
respectivement avec I’aspect microscopique observé sous microscope photonique ((Gx10 et

Gx40).
o Aspergilus flavus :

Les colonies sont d’abord de couleur blanche, puis jaune, puis vert-jaune. Le verso de la
colonie est brun. L'observation microscopique montre des conidiophores sont
hyalins,filament cloisonnés, té€tes conidiales radiées. Les conidies sont vertes claires,

globuleuses a subglobuleuses et échinulées (Figure 15).
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Figure 15: aspect macroscopique d’Aspergillus flavus sur milieu PDA et MEA,

respectivement avec I’aspect microscopique observé sous microscope photonique (G*40).

o Aspergillus terreus :

Les colonies présentent une texture semblable au daim, de couleur cannelle beige a brun
sable, avec un verso jaune a brun. L'observation microscopique montre des tétes sont
compactes, columnaires et bisériés. Les conidiophores sont hyalins avec une paroi lisse. Les

conidies sont globuleuses a ellipsoidales, hyalines a jaune pale, avec une paroi lisse.
e Le genre Penicillium :

Macroscopiquement, les colonies de Penicillium se développent rapidement et se possédant
une texture veloutée a poudrée, de couleur bleu grisatre avec des bordeurs blanche au recto et

de couleur bleu grisatre ou jaune avec des bordures blanches au verso.

A T’échelle microscopique, elles se caractérisent par des hyphes cloisonnés et des spores
disposées en chaines basipétales, créant une apparence de pinceau. Cette caractéristique est

considérée comme un criteére d'identification important pour ce genre (Figure 16).
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Figure 16 : aspect macroscopique de penicillium sp sur milieu PDA et CYA, respectivement

avec I’aspect microscopique observé sous microscope photonique (Gx100).

e Le genre Rhisopus :

Les colonies de Rhizopus sp sont envahissantes de couleur grise. A I'échelle microscopique,
les filaments sont siphonnés. Les sporangiophores portent un sporocyste globuleux contenant

des sporangiospores de couleur brun a l'intérieur avec la présence de rhizoides (Figure 17).

Figure 17 : aspect macroscopique de Rhizopus sp sur milieu PDA avec ’aspect

microscopique observé sous microscope photonique (Gx10 et Gx40).
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e Le genre Alternaria :

Les colonies possédent une croissance rapide et atteint un diamétre de 3-9cm. IIs sont plates,
duveteuses a laineuses, de couleur blanc grisatre au début puis deviennent verdatres-noires a
brun olive, avec des bordures claires. Le verso de la colonie est brun a noir. L’observation
microscopique montre des hyphes bruns et cloisonnés. Les conidiophore sont également
cloisonnés et bruns. Ils portent des conidies larges, simples ou ramifiées avec des cloisons
transversales et longitudinales. Elles apparaissent seules ou regroupées en chaines acropétales.

Elles ont une forme ovoide a obclavée de couleur foncée (Figure 18).

Figure 18: aspect macroscopique d’ Alternaria sp sur milieu PDA, CYA et MEA,
respectivement avec I’aspect microscopique observé sous microscope photonique (Gx40 et

Gx100).
e Le genre Cladosporium :

Les colonies présentent une texture veloutée a poudreuse, d’une couleur verte olive au recto et
une couleur noire au verso. L’observation microscopique montre des hyphes sont brunatres et
septés. Les conidiophores et les conidies sont pigmentés. Les conidies ont généralement en
forme elliptique a cylindrique et se regroupent en chailnes ramifiées qui se désarticulent

facilement. Leur paroi peut tre lisse ou occasionnellement échinulées (Figure 19).
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Figure 19: aspect macroscopique d’ Alternaria sp sur milieu PDA, CYA et MEA,

respectivement avec 1’aspect microscopique observé sous microscope photonique (Gx40).

e Le genre Mucor :

L'observation macroscopique de Mucor montre des colonies a croissance trés rapide et
extensive, présentant une texture laineuse. La surface des colonies varie en couleur du blanc
au gris, tandis que le verso est incolore. A 1’échelle microscopique, elle se distingue par ses
filaments larges, peu ou non septés et ses sporocystophores qui se terminent par une columelle
de forme avoide, sans apophyse. Les spores de Mucor sont arrondies a ellipsoidales et

peuvent étre lisses ou ornementées de spicules avec I’absence des rhizoides.
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o Leslevures :

L'observation macroscopique des levures révele de petites colonies lisses, bombées et de
couleur créme. A I'échelle microscopique, elles sont de taille plus grande que les bactéries.
Elles présentent une forme ovale et possédent une paroi cellulaire lisse et réguliére. Au cours

de leur croissance, elles peuvent former des bourgeons.

1.2. Charge totale et taux de contamination des échantillons par les champignons

(nombre d’échantillons contaminés) :

Les résultats de dénombrement effectués sur le milieu PDA présentent une diversité de
contaminants fongiques dans les échantillons analysés. Ces résultats sont exprimés en UFC/g
apreés un comptage de nombre de colonies. La charge totale de la flore fongique est de
3931,5+2669,2 UFC/g dans I’ensemble des échantillons de nigelle et de 3750+2543,3 UFC/g
dans I’ensemble des échantillons de lin (Figure 20). Les champignons sont les
microorganismes les plus dominants dans le stockage de céréales (Amza, 2018). Les grains de
céréales offrent un environnement excellent pour la croissance des moisissures, ou la présence
de la flore fongique de stockage joue un role essentiel dans la dégradation et la production de

mycotoxines (Belmahdi, 2019).

Le taux de contamination des échantillons de nigelle par les champignons est 100% qui
constitue le totale d’échantillons analysés (20/20), tendis que le taux de contamination des
¢chantillons de lin par les champignons est 66.6% qui constitue 10 échantillons de I’ensemble
de 15 échantillons analysés (Figure 21). L’absence de contamination dans cinq échantillons de
lin peut étre attribuée a I’utilisation de fongicides qui sont couramment utilis¢ dans les

pratiques agricoles pour lutter contre les infections fongique et garantir la santé des cultures.
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Figure 20: Densité de la flore fongique totale (UFC/g) des déférents échantillons analysés.
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Figure 21 : Taux de contamination des échantillons par les champignons.




1.3. Distribution des champignons :

Nos résultats montrent que 1’Aspergillus est le genre le plus dominant dans les échantillons de
nigelle avec un taux de 78.07%. Les genres Penicillium, Rhizopus et Mucor sont moins
dominant qu’Aspergillus, avec un taux de 20.02%, 1.46% et 0.45%, respectivement (Figure
22).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Bokhari (2007), qui a trouvé une
dominance de genre Aspergillus avec un taux de 77.95%, suivi par Penicillium (21.13%),
Rhizopus (0.67%) et Mucor (0.23%). L’analyse de la microflore associés au graines de
nigelle commercialisées en Egypte a révélé la présence de deux genres Aspergillus et
Penicillium seulement avec un taux de 81.8% et 18.1%, respectivement (Migahed et al.,

2017).

La dominance de genre Aspergillus et Penicillium dans les épices et les graines oléagineuses a
¢été reportée dans plusieurs travaux (Bokhari, 2007 ; Garcia et al., 2018 ; Makhlouf et al.,
2019 ; Matmoura et al., 2019 ; Alrudainy et Mshari 2020 ; Ramadan et al/ 2022).

Les champignons appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium sont fréquemment les
principaux organismes présents dans les épices séchés, qu’elles soient entieres ou moulues
(Garcia et al., 2018 ; Syamilah et al, 2022). IIs sont les plus représentatifs des moisissures
de stockage. La présence permanente des spores dans [’aire ambiante favorisent la
contamination de matic¢re alimentaire (Jouany et al., 2006). Le genre Rhizopus est également
considéré un champignon qui attaque les cultures pendant le stockage (Simay, 1994 ; Amza,

2018).

Concernant les échantillons de lin, les résultats montrent que sont principalement colonisés
par des leveurs avec un taux majoritaire de 74,36%. Plusieurs rapports ont signalés la
présence de levures dans les épices (Omafuvbe et Kolawole, 2004 ; Mandeel, 2005; A

Abdel-Sater et al., 2008 ; Eltahan et Abd Elaziz, 2012).

Le genre Cladosporium est la moisissure sont prédominantes avec un taux de 14,55%, tandis
que les genres Penicillium, Aspergillus, Alternaria et Rhizopus représentent respectivement
des taux de 6,55%, 3,09%, 1,09% et 0,36% (Figure 23). Les deux genres Cladosporium et
Alternaria sont des champignons de champs qui attaquent les cultures sur le terrain. Apres,
I’infection de ces derniéres, ils continueront a proliférer pendant le stockage dans les

conditions favorables (Syamilah et al, 2022). Des résultats déférents ont été obtenus par

S



Sahay et al. (1990) en Inde, ou le genre Aspergillus été prédominant avec un taux de plus de
40%, suivi par Penicillium (24%) et Fusarium (18%) tendis que, I’incidence d’autre

champignons était seulement 16%.

L’analyse de la microflore associée aux graines de Lin par Migahed et a/ (2017) en Egypte a
révélé la dominance de genres Aspergillus et Penicillium avec un taux de 80% et 15%,

respectivement. Le taux de contamination par Rhizopus était de 5%.

Les zones tropicales et subtropicales de la planéte sont favorables au développement des
moisissures xérotolérantes, comme | 'Aspergillus qui sont mieux adaptés a la chaleur (Jouany
etal., 2006 ; Pitt et Hocking, 2009).

Les moisissures peuvent contaminer les épices tout au long de leur parcours, de la ferme
jusqu’a le marché (Syamilah et al., 2022). La déférence entre les deux échantillons peut étre
attribué a la composition de substrat, au processus de préparation ou aux facteurs climatique
comme : la pluie, la température... (Nadjet et al., 2016 ; Makhlouf et al., 2019). La présence
d’insectes dans les épices peut également favoriser la contamination fongique (Nguyen,

2007 ; Syamilah et al, 2022).
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Figure 22 : Distribution des champignons dans les échantillons de nigelle.
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Figure 23 : Distribution des champignons dans les échantillons de lin.

1.4. Pourcentage de contamination (nombre d'échantillons) par les différents genres

isolés :

Dans les échantillons de graines de cumin noir, Aspergillus est le genre le plus fréquemment
retrouvé avec 90 % des échantillons contaminés. Rhizopus présente également une
contamination élevée, avec 55 % des échantillons contaminés. Penicillium est présent dans
40% des échantillons, tandis que Mucor est détecté dans 10 % des échantillons (Figure 24).
L’analyse des échantillons de noix de cajou en brésil par Kujbida et al (2019) a révélé que
50% des échantillons analysés ont été contaminés par le genre Aspergillus. Par ailleurs, 16.6
% des échantillons analysés ont été contaminés par mycelia sterilia. Les espéces de genre
Aspergillus se trouvent principalement dans les régions a climats chauds car elles sont
capables a se développer a des températures €levées et a un aw faible (Pitt et Hocking,

2009).

En ce qui concerne les échantillons de graines de LIN, Les levures sont les champignons le
plus répandu dans les échantillons de graines de LIN, avec 62,5% des échantillons
contaminés. Penicillium est détecté dans 37,5% des échantillons, Aspergillus est trouvé dans
25% des échantillons, suivi de Rhizopus et Cladosporium dans 12,5% des échantillons,
chaque un (Figure 24). Kujbida et al/ (2019) ont signalé¢ la dominance des échantillons de

cacahuetes contaminés par des levures, représentant 35% du nombre total d'échantillons.




D’autre part I’analyse de cacahuete et de pistache par Khodavaisy et al (2012), a révél¢ la

dominance des échantillons contaminés par Aspergillus sp représenté par A. flavus (44.3% et

56.2%) et A. niger (1.4% et 12.5%), suivis par des échantillons contaminé par Penicillium

(8.6% et 11.2%), Fusarium (5.7% et 2.5%), et les levures (4.3% et 11.2%), respectivement.
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Figure 24 : Pourcentage de contamination (nombre d'échantillons)

par les différents genres isolés.

1.5. Contamination (nombre d'échantillons) par les espéces Aspergillaires identifiées :

L'analyse des graines de nigelle a révél¢ la présence de différentes especes d'Aspergillus, Les
plus prédominantes sont des especes de section NIGRI, retrouvées dans 90% des échantillons
analysés. Les especes de section FLAVI sont présentes dans 40% des échantillons. Les

especes A. tereus et A. fumigatus sont présentes avec des taux de 5% chacune (Figure 25).

Aziz et al (1998) ont rapporté¢ la dominance de nombre d’échantillons contaminés par des
especes de la section Nigri, suivies des especes de la section Flavi dans le cannelle, le cumin
vert, le safran indien, le fenugrec, la fleur de fenouil, et la cardamome vert et ce qui concerne
les résultats de 'analyse des échantillons de nigelle dans cette étude, Aspergillus flavus était
présent dans 100% des échantillons, suivi par Aspergillus parasiticus (86%), Aspergillus
ochraceus (71%), Aspergillus niger (57%), Aspergillus oryzae (43%), Aspergillus terreus
(29%) et Aspergillus tamarii (14%).
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Des résultats déférents a celles obtenus par nous ont été¢ observés par Elvvakil et Ghoneem
(1999), l'analyse des échantillons de nigelle a révélé la contaminatuon de 93.31% des
¢chantillons par des especes de la section Flavi, (Aspergillus flavus et Aspergillus tamarii).
Aspergillus niger était également détecté dans 36% des échantillons. De plus, la
contamination par Aspergillus carneus et Aspergillus fumigatus étatit de 20.45%. D’autre

part, Aspergillus clavatus était détecté dans 4.5% des échantillons.

L'analyse des graines de lin a révélé la présence de différentes especes d'Aspergillus. L'espece
la plus prédominante est A. fumigatus, retrouvée dans 16.6% des échantillons analysés. A.
FLAVI sont présentes dans 12.5% des échantillons. Les especes A. tereus et A. NIGRI sont
présentes avec des taux de 6.25% chacune (Figure 25). Des résultats différents ont été obtenus
par Abdel-Gawad et Zohri (1993), dans les échantillons d'amandes, de noix de cajou, de

chataignes, de noisettes, de noix et de pistaches.

La présence de champignons peut varier d'une épice a l'autre en raison de la diversité des
¢chantillons et des méthodes d'échantillonnage, ainsi que des différentes pratiques de
traitement, de stockage et du lieu d'origine. En réalité, le traitement des €épices a une incidence
sur la quantité de champignons présente dans les échantillons. Les étapes de transformation
telles que le séchage et le conditionnement des épices peuvent favoriser la croissance et la
propagation des champignons si les conditions de traitement ne sont pas optimales (Mandeel,

2005).
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Figure 25: Contamination (nombre d'échantillons) par les espeéces Aspergillaires identifiées.
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1.6. Etude du pouvoir producteurs des aflatoxines par les isolats d’ Aspergillus flavus :

Nous avons étudiés le pouvoir producteur des AFs de 11 souches d’Aspergillus flavus. Le
criblage des isolats aflatoxinogenes est basé sur la mise en évidence d’une fluorescence bleue
ou vert sous ’'UV a 365nm sur milieu CAM. Les résultats ont été révélé 06 ayant présenté une
fluorescence bleu sur la reverse de la boite, ce qui représente 54.5% de ’ensemble des
¢échantillons (Figure 26). En revanche, les 5 autres isolats (45.4%) n'ont pas montré de
fluorescence bleue sous I’UV. Des résultats déférentes on été obtenus par autres études. En
Algérie, Azzoune et al (2016) a ¢tudi¢ le pouvoir producteur des AFs par des souches
d’Aspergillus flavus isolées a partir de l'anis, le poivre noir, le carvi, la cannelle, le
gingembre, le poivre rouge, le safran, le cumin et le poivron doux. Toutes les souches

d’Aspergillus flavus ont montrées fluorescence bleue sur milieu CAM.

L’¢étude de pouvoir producteur des AFs par 6 souches d’Aspergillus flavus isolées a partir des
noix tigrées et des arachides montre 4 des 6 souches d'Aspergillus flavus produisaient une
fluorescence bleue lorsqu'elles étaient exposées a la lumiere UV, ce qui indique la présence
d'aflatoxine. La présence de production d'aflatoxine dans, les noix tigrées et les arachides était

respectivement de 50 % et 100 % (TANKO et al., 2022).

La synthése des mycotoxines par les champignons est le résultat d'une interaction entre les
caractéristiques génétiques de la souche et les conditions environnementales dans lesquelles
elle se trouve (Blumenthal, 2004). Toutes les souches d'espéces réputées toxinogenes n'ont
pas nécessairement la capacit¢ de produire les mycotoxine. Cela signifie que certaines
souches ont une forte capacité de production de toxines, tandis que d'autres ont des niveaux de

production de toxines plus faibles ou sont non-toxinogénes (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002).

Figure 26 : Aspect des isolats d’Aspergillus flavus sous U.V (365nm) :

A) isolat producteur d’AFs B, B) isolat non producteur d’AFs.




1.7. Etude de pouvoir producteur des sclérotes :

Dans 1'¢tude menée sur onze isolats d'dspergillus flavus cultivés sur milieu CYA afin
d'étudier leur capacité de production de sclérotes, aucun des isolats n'a présenté de production
de sclérotes (Figure 27). Notre résultats ont déférents a ceux obtenus par Nurtjahja et al
(2019), Un total de 50 souches d'A. flavus ont été isolées a partir des dix épices étudiées, et
toutes les souches ont produit de gros sclérotes (L). L'étude portée sur un total de 53 isouches
d’Aspergillus flavus isolées de déférents échantillons d’amande par Matmoura et al (2019), a
réveélé 50 isolats (82%) qui ne produisent pas de sclérotes, un seul isolat qui produit les

sclérotes de type « S », et 2 isolats qui produisent les sclérotes de type « L ».

En tant qu'organismes non mobiles, les champignons doivent faire face a des conditions
défavorables telles que I'épuisement des nutriments et les changements des conditions
abiotiques. Pour survivre a ces périodes difficiles, un mycélium fongique peut se différencier
en formant des structures de survie spécialisées appelées sclérotes. Les sclérotes permettent
aux champignons de résister et de survivre a des conditions défavorables en ralentissant leur
métabolisme et en fournissant une protection supplémentaire (Wyatt, 2013 ; Watanabe,

2021).

Figure 27 : Aspects d’un isolat d’Aspergillus flavus aprés 15 jours d’incubation

sur milieu CYA, ne montrant aucune production de sclérotes.
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Conclusion et perspectives

Au cours de notre travail, On a étudié la mycobiota (flore fongique) associés aux graines de
nigelle et de lin et d’évaluer la capacité de produire les Aflatoxines et les sclérotes par les

isolats d’Aspergillus flavus isolées.

L’analyse de la mycoflore a révélé les présences de plusieurs genres fongiques dont les plus
dominants dans les graines de cumin noires sont  Aspergillus et Penicillium avec des taux de
78.07% et 20.02% repectivement. Tendis que les champignons les plus dominants dans les
graines de lin sont les levures et le genre Cladosporium avec des taux de 74,36% et 14.55%

respectivement.

Concernant le pourcentage de contamination (nombre d'échantillons) par les différents genres
isolés, Aspergillus était le genre le plus fréquemment retrouvé dans les échantillons de graines
de cumin noir, avec 90 % des échantillons contaminés. Rhizopus présentait également une
contamination ¢élevée, avec 55 % des échantillons contaminés. Les levures ¢taient les
champignons les plus répandus dans les échantillons de graines de lin, avec 62,5 % des

échantillons contaminés. Penicillium était détecté dans 37,5 % des échantillons.

L'analyse des graines de nigelle a révél¢ la présence de différentes especes d'Aspergillus, Les
plus prédominantes sont des especes de section NIGRI, retrouvées dans 90% des échantillons
analysés. L'espéce la plus prédominante dans le lin était A. fumigatus, retrouvée dans 16.6%

des échantillons analysés.

L’¢étude de pouvoir aflatoxinogene sur milieu CAM a révélé un taux de production 54.5%.

D'autre part, aucun isolat n'a présenté de production de sclérotes.

A l’issue de ce travaille et a afin d’¢lucider certains points restés peu claires, il apparait
nécessaire en perspective, d’effectuer d’autre étude approfondie qui résumes les point

suivant :

e [L'utilisation de techniques de séquencage de 1I'ADN pour identifier les espéces
fongiques et évaluer leur diversité.
o FEtude des facteurs environnementaux et des conditions de stockage qui favorisent la

croissance fongique et la production de toxines dans les graines de nigelle et de lin.

S



Evaluation de l'efficacité de différentes méthodes de prévention et de lutte contre la
contamination fongique, telles que le traitement des graines, les méthodes de stockage

et les agents antifongiques naturels.

-
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ANNEXE I

Compositions des milieux de cultures pour 1 litre

e Milieu PDA (Potato , Dextrose , Agar)

Pomme de terre................ 200 g
Glucose .......covvviiiiiiiin. 20g
Agar ... I5¢
Eau distillée .................... 1L

e Milieu CAM (Coconut Agar Medium)

Etude de la production des mycotoxines (Aflatoxine ou Ochratoxine A)

Noix de coco............ 100g
Agar ..., I5¢g
Eau distillée ............. 1L

Saccharose ......... ............ 30g
Extrait de levure ... ............ S5¢
Czapek concentré ....... 10 ml
K2HPO4 ... lg
Agar ..., I5¢g
Eau distillée ..................... 1000 ml

PH final=6,2 £ 0,2

e (Czapek concentré

NaNO3 30¢g
KCL oo 5¢g
MgSO4, TH20 ................ 5g

Fe SO4, TH20 .............. .. 0,l¢g



Zn SO4,7H20 ...............0,1 g

Cu SO4,5H20........... .....0,05 g

Eau distillée .................... 100 ml

Le pH final est de 6,7 ajusté avec une solution HCI2N.

Milieu MEA (Malt, Extract, Agar)



ANNEXE II

Appareillage et produits chimiques

e Appareillage
Agitateurs magnétiques (VELP)
Autoclave (WiseClave)
Balance ¢électronique (Scout Se)
Etuve (memmert)
Micropipettes
Microscope photonique (OPTIKA)
Agitateurs vortex (VELP)
L’ance de platine

e Les solvants et produits chimiques
Agar
Extrait de levure
Saccharose
Tween 80
Nitrate de sodium
Hydroxyde de potassium
Chlorure de potassium
Sulfate de magnésium heptahydraté
Sulfate de fer heptahydraté
Sulfate de zinc heptahydraté

Sulfate de cuivre pentahydraté



Résumé

Les graines de Nigella sativa et de Linum usitatissimum ont de multiples applications dans les domaines de la
médecine, de l'agriculture et de l'industrie alimentaire. Cependant, la présence des champignons dans ces graines peut
avoir des conséquences sur leur qualité et leur sécurité alimentaire.

L'objectif de notre travail est d'évaluer la présence et la diversité des contaminants fongiques associés aux graines de
lin et de nigelle commercialisées dans la région de Bouira.

L'isolement des moisissures a été réalisé selon la méthode de suspension dilution. Les résultats du dénombrement ont
montrés une contamination plus ¢élevée dans les graines de nigelle par rapport aux graines de lin, avec une charge
totale de 3931.5 UFC/g. L'identification des isolats fongiques a été basée sur l'observation des caractéres
macroscopiques et microscopiques. Le genre Aspergillus était le plus dominant dans les graines de nigelle, avec un
taux de 78,07% présent dans 90% des échantillons. Les levures ont été¢ prédominantes dans les graines de lin avec un
taux de 74.36% retrouvé dans 62.5% des échantillons.

Ces résultats mettent en évidence l'importance d’un contrdle régulier de la contamination fongique au cours de la
commercialisation de ces graines.

Mots clés : Nigella sativa, Linum usitatissimum, Contamination.

Abstract

The seeds of Nigella sativa and Linum usitatissimum have multiple applications in the fields of medicine, agriculture,
and the food industry. However, the presence of fungi in these seeds can have consequences on their quality and food
safety.

The objective of our work is to assess the presence and diversity of fungal contaminants associated with commercially
available linseed and black cumin seeds Bouira.

Isolation of molds was performed using the dilution suspension method. The enumeration results showed higher
contamination in black cumin seeds compared to linseed, with a total count of 3931.5 CFU/g. Identification of fungal
isolates was based on macroscopic and microscopic observations. The genus Aspergillus was the most dominant in
black cumin, with a rate of 78.07% present in 90% of the samples. Yeasts were predominant in linseed, with a rate of
74.36% found in 62.5% of the samples.

These results highlight the importance of regular monitoring of fungal contamination during the commercialization of
these seeds.

Key words : Nigella sativa, Linum usitatissimum, Contamination.
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