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Résumé

Les mycotoxines sont des composés issus du métabolisme secondaire des especes de
moisissurestoxinogenes appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Elles sont
dotées d’un potentiel toxique délétere a 1’égard de ’homme et de ’animal en contaminant
différentes denrées alimentaires notamment les céréales (blé, mais, orge, riz), et ce avant,

pendant, ou apres la récolte.

L’objectif de notre travail est de faire un état des lieux sur la lutte biologique contre les
champignons toxinogenes et leurs métabolites toxiques, particulierement les aflatoxines et
I’ochratoxine A classées parmi les plus nocives pour la santé. Les stratégies utilisées pour réduire
et maitriser la contamination des aliments par les moisissures toxinogenes et les mycotoxines

reposent avant tout sur la prévention en pré- et post-récolte.

Cependant des méthodes de détoxification (physiques, chimiques...etc)ont ¢été
développées et testées, car la présence des mycotoxines ne peut étre évitée. Plusieurs études ont
mis en évidence la capacité des bactéries lactiques (LAB) a inhiber la croissance fongique et/ou
la production de mycotoxines, et/ou a biodégrader et/ou a séquestrer les mycotoxines. Par la
suite, les scientifiques ont pensé¢ a développer des procédés plus sains pour la santé et les
aliments, durables et respectueux pour I’environnement. La lutte biologique est une nouvelle
méthode de détoxification qui a été¢ intégrée aux méthodes précédentes. Elle consiste en
’utilisation de différents agents de biocontrdle dont les bactéries lactiques reconnues comme
GRAS (GenerallyRecognized As Safe) qui se sont révélées efficaces en agissant selon trois
principaux mécanismes, sécrétion d’acide organique et de composés antagonistes et compétition

pour les nutriments du milieu.

Une étude bibliographique de quatres articles relatifs au biocontrole nous a permis
d’affirmer I’efficacité des LAB contre plusieurs souches fongiques contaminants différentes

denrées notamment dans les grains et épis de mais, les grains de café et le vin.

Mots clés : mycotoxines, biocontrole, ochratoxine A, aflatoxines, bactérie lactique.
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Abstract

Mycotoxins are derived compounds from the secondary metabolism of toxinogenic mold species
belonging to the genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium. They have a deleterious toxic
potential toward humans and animals by contaminating various foods, especially cereals (wheat,

corn, barley, rice) and that, before, during or after harvesting.

Our work’s objective is to draw up an inventory on the biocontrol of toxinogenic fungi and their
toxic metabolites, particularly aflatoxins and ochratoxin A, which are ranked among the most
harmful substances to health. The strategies used to reduce and control food contamination by

toxinogenic molds and mycotoxins are primarily based on pre- and post-harvest prevention.

However, detoxification methods (physical, chemical, etc.) have been developed and tested,
because the presence of mycotoxins cannot be avoided. Several studies have demonstrated the
ability of lactic acid bacteria (LAB) to inhibit fungal growth and/or the production of
mycotoxins, and/or to biodegradate and/or to sequestrate mycotoxins. Subsequently, the
scientists thought of developing safer processes for health and food, sustainable and respectful of
the environment. Biological control is a new method of detoxification which has been integrated
into previous methods. It consists in the use of different biocontrol agents including lactic acid
bacteria recognized as GRAS (Generally Recognized As Safe) which have been shown to be
effective by acting according to three main mechanisms; secretion of organic acid and antagonist

compounds and competition for nutrients from the environment.

A bibliographic study of four articles relating to biocontrol allowed us to confirm the
effectiveness of LABs against several fungal strains that contaminate various foods, particularly

in kernels and corncobs, coffee beans and wine.

Key words: mycotoxins, biocontrol, ochratoxin A, aflatoxins, lactic acid bacteria.
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Introduction générale

Introduction générale

Le blé est la céréale la plus cultivée et la plus consommée dans les pays du Maghreb (Doukaniet
al. 2013). En Algérie, le blé est I’aliment de basede la population et occupe une place stratégique

dansl’économie nationale (Djermoun, 2009).

Cependant, de la matiére premiere au consommateur, les aliments peuvent étre contaminés par
différents microorganismes d’altération ou pathogénes, notamment les moisissures. Ces
derniéres retiennent de plus en plus I’attention dans le monde entier en raison de 1’impacte
qu’engendre leur prolifération sur le blé. En effet les moisissures sont a 1’origine de trois
principales conséquences, l’altération de la qualit¢ du grain (modification de la qualité
organoleptique comme la couleur , le golt , la texture et I’odeur), la production de
mycotoxinesprovoquantdes allergies etintoxicationshumaines et animales plus ou moins graves
,et a cela s’ajoute les problémes économiques dus aux couts de détoxification des grains oules

rejets des produits contaminés (Pitt et Hocking, 1991) (Gacem ,2012).

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produites par certaines espéces de
moisissures appartenant principalement aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium,
capables de se développer avant, pendant ou apres la récolte (Reboux, 2006). Une trentaine de
ces mycotoxines possedent des caractéristiques toxiques préoccupantes pour la santé (El1 Khoury

et al. 2010).Parmi ces derniéres, on retrouve 1’ochratoxine A (OTA) et les aflatoxines.

Afin de minimiser le risque sanitaire tout en préservant les qualités organoleptiques des
denrées alimentaires, plusieurs moyens de conservation ont été développés, en passant par des
méthodes physiques ou chimiques qui se sont avérées plus tard néfastes et moins efficaces que
les techniques de lutte biologiques développées ultérieurement, utilisant des probiotiques
antifongiques, notamment les bactéries lactiques (LAB) considérées par la « Food and Drug

Administration » comme microorganismes GRAS ( GenerallyRecognized As Safe).

Dans ce contexte, nous avons prévu de réaliser un travail expérimental traitant 1’effet
des bactérieslactiques contre quatre especes de champignons toxinogenes, Aspergillus flavus, A.
carbonarius, A. alliaceus et A. parasiticus, isolées a partir du blé. Ce travail rentre dans le cadre
d’ un projet de recherche « Recherche des mycotoxines dans les aliments, évaluation des

risques et strétégies de lutte ».

Suite a la crise sanitaire actuelle qui a touché le monde entier et aux décrets ministériels
obligeant la fermeture des lieux de stages pratiques, nous avons orienté notre travail a 1’étude

bibliographique relative au biocontrdle.
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Chapitre I : Généralités sur les moisissures

I.1.Les moisissures et leurs caractéristiques

Les moisissures sont des champignons microscopiques, pluricellulaires (Guiraud, 1998), a
croissance filamenteuse de texture laineuse, poudreuse ou cotonneuse, qui peuvent étre
retrouvées dans 1’air, le sol, I’eau et sur de nombreux substrats d’origine végétale (Tabuc, 2007).
Elles sont caractérisées par leur appareil végétatif appelé «thalle », dépourvu de véritables
tissus, ne comportant ni racine, ni tige, ni feuille, a ’inverse des plantes (Tony Basset et
Caroline Laffont, 2011).

Ce thalle est constitué¢ de deux parties : Le mycélium et les spores.

e Le mycélium est un ensemble de plusieurs filaments appelés hyphes, dont chacun mesure
5a 10 um de diamétre possédant un cytoplasme commun (Ait Abdelouahab, 2001). Les
hyphes peuvent étre divis€s par des cloisons et sont donc appelés hyphes segmentés ou
septés, c’est le cas de la plupart des moisissures, mais peuvent aussi ne pas contenir de
cloisons et prendre 1’aspect de longues cellules continues a noyaux multiples et sont dans
ce cas appelés cénocytes (Tortora et al., 2003).

e Les spores sont des particules produites durant la phase reproductive, de taille tres réduite
de quelques microns qui assure leur dispersion dans I’air permettant une colonisation de
substrats trés hétérogenes regroupant des milliers d’espeéces (Carlile et Watkinson,
1994).Elles sont entourées de parois protectrices qui leurs conférent une trés grande
résistance, de ce fait elles peuvent rester inertes pendant plusieurs années jusqu’a leurs
germination aussitot que les conditions environnementales leurs sont propices
(Tony Basset et Caroline Laffont, 2011).

Les moisissures sont des organismes chimiotrophes qui puisent leur énergie du carbone
organique (Carlile et Watkinson, 1994) produisant une grande variété de métabolites
secondaires. Certaines d’entre elles sont trés utiles a ’homme et présentent des intéréts
considérables dans différents domaines, mais d’autres constituent un agent de détérioration tres

important car elles peuvent devenir "opportunistes" en parasitant I’organisme hote.

I.2.Classification des moisissures

Les champignons possédent un certain nombre de caractéristiques permettant de les classer dans
le cinquieme reégne, celui des « Mycetes » ; parmi celles-ci, on distingue 1’absence du caractere
de mobilité et I’existence de deux types cellulaires possédant leur matériel génétique confiné
dans un noyau, des cellules de structure simples, et des cellules spécialisées donnant naissance a
des spores constituées d’une paroi cellulosique et chitineuse avec absence totale de chlorophylle
(Kendrick, 1999).
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La classification des moisissures, est quant a elle basée sur le mode de reproduction. Le
critére de reproduction sexuée «champignons téléomorphes » définit quatre des cinq ordres des
mycetes, soit les Chytridiomycetes, les Zygomycetes, les Basidiomycetes et les
Ascomyceétes (Marie-Alix d’Halewyn,M. SC.et al, 2002); le cinquiéme ordre ayant une
reproduction asexuée « champignon anamorphe » regroupe les Deutriomycetes ou Fungi

imperfecti ( Marcel Lecomte, 2014).

-Protozoaires

Eucaryotes -Chromistes
—_— -Plantes
Matériel génétique dans le noyau _Animaux
- Mycétes -Chyt rldlctmvcetes
Monde vivant — (Champignons) —l‘l.rgf:u:rwcet;?s
-Basidiomycétes
Procaryotes -Ascomycétes
-Eubactéries -Deutéromycétes

Matériel génétique diffus i

-Archasbactéries

Figure 1 : Classification des Mycétes (Blackwell et al., 1998).

I.3.Reproduction des moisissures

Une fois le champignon bien développé, il va se reproduire comme tout étre vivant et va
donc se propager, entrainant la colonisation de nouveaux milieux (Roquebert, 1997). Les
champignons se reproduisent selon deux modes, sexué et asexué. Le mode sexué¢ comprend un
stade hétérocaryote puis une plasmogamie et en fin une caryogamie aboutissant a un zygote
diploide (2n) donnant a son tour un appareil sporifére haploide. Les mycéliums apparaissent
apres germination des spores (Jean pierre Courtin, 2012). La reproduction asexuée est beaucoup
plus répondue que la précédente et ne fait pas intervenir de transformations génétiques. Elle se
fait, soit par une fragmentation du thalle, soit par la production de spores asexuées .Ce type de

reproduction permet une grande dissémination des especes (Branger et al., 2007).
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Figure 2: Cycle de vie des champignons (Roquebert 2002, modifié).

1.4.Les moisissures comme contaminants

Etant des organismes hétérotrophes et ubiquitaires, les moisissures peuvent étre aussi
néfastes que bénéfiques; parmi les souches contaminants les aliments considérés comme milieux
favorables a leur développement, on retrouve Aspergillus, Penicillium et Fusarium(Doyle et al.,
1998). Ces derniéres entrainent de nombreux problémes tel que la modification de 1’aspect des
produits alimentaires, 1’altération des qualités organoleptiques, la réduction qualitative et
quantitative de la valeur alimentaire, une baisse de rendement des récoltes et des pertes
économiques dues au rejet des produits contaminés. Cependant 1’impact le plus négatif de
I’altération des denrées alimentaires est lié a la synthése de substances toxiques (Pitt et al.,
2000).

Plus de 300 métabolites secondaires sont produits par les moisissures (Bhatnagar et al.,
2002), parmi ceux-la on retrouve les mycotoxines possédant des propriétés toxiques influant
négativement la santé humaine et animale (Watson et al., 1984 ; Hsieh et al., 1992). Le choix de
I’étude s’est porté sur ces mycotoxines, principalement les aflatoxines et 1’ochratoxines A en
raison de leur contamination d’un grand nombre de produits végétaux, notamment les céréales
dont le blé contribuant a environ 50% a 1’exposition de ’homme a 1’ochratoxine A (Canadas,
2006).

L.5.Principales moisissures d’altération

1.5.1.Genre Penicillium

Le pénicille se distingue par son organisation en pinceau, suite a I’aspect du conidiophore
qui est divisé en articles (Champion, 1997).
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Ce genre est le plus ubiquitaire comportant plus de 200 especes qui se rencontrent partout,
de I’équateur aux pdles (Reboux et al., 2010). 1l est moins fréquent avant la récolte mais croit
rapidement pendant le stockage, quand les conditions appropriées sont réunies. Ce dernier, se
développe lorsque la teneur en eau est au dessus d’un seuil de 14% environ et un taux d’humidité
de 75% (Neergaard, 1977 ; Boudreau et Ménard G., 1992),cependant a la récolte, les graines
peuvent ne présenter aucun symptome et se dégrader pendant la conservation (Champion, 1997).

Les espéces les plus communes sont essentiellement : Penicillium aurantiogriseum,
Penicillium cyclopium, Penicillium hordei, Penicillium freii, Penicillium melanoconidium,
Penicillium polonicum, Penicillium viridicatum, Penicillium verrucosum, Penicillium crustosum
(Dijksterhuis et Samson, 2007).
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Figure 3: Schéma d’un pénicille (Visagie et al., 2014).

1.5.2.Genre Aspergillus

Ce genre est souvent associ¢ aux penicilliums en raison de leur ressemblance
morphologique, il est caractérisé par 1’aspect des conidiophores qui ont une extrémité en téte
renflée (Champion, 1997).

Les moisissures du genre Aspergillus se multiplient d’autant plus rapidement que la
température et 1’activité de 1’eau sont élevées (Feillet, 2000). De ce fait, quand les grains sont
récoltés humides, insuffisamment séchés ou lorsqu’ils prennent de 1I’humidité pendant le
stockage, lesAspergillus peuvent évoluer rapidement et se transformer de saprophytes en
parasites entrainantune baisseimportante de la faculté germinative sur les semences (Champion,
1997).

Les especes d’Aspergillus les plus fréquemment observées dans le grain de blé stocké sont

surtout : Aspergillus flavus, Aspergillus niger et Aspergillus fumigatus(Mathew et al., 2011).
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Figure 4: Schéma d’une téte aspergillaire (Meghazi, 2015).

1.5.3.Genre Fusarium

Le nom Fusarium vient de « fusus » qui signifie fuseau décrivant la forme de ses
macroconidies fusiforme et cloisonnées (Gelinas, 1995).

A un taux d’humidité élevé, les Fusariums croient et produisent des mycotoxines qui
réduisent le rendement et la qualité des céréales et compromettent la valeur boulangére du blé

(Abramson et al., 2001).

Figure S: Schéma d’un Fusarium (a) Microconidie; (b) Chlamidospores (Meghazi, 2015).

1.6.Mycoflore du blé

Plus de 150 moisissures mycotoxinogénes sont connues actuellement, elles appartiennent

principalement aux genres Alternaria, Aspergillus, Fusarium et Penicillium(Pamel et al., 2010).

Les mycotoxines sont produites par de nombreuses moisissures, dotées génétiquement

d’un pouvoir toxinogéne (Reboux, 2006), de ce fait, selonles conditions de culture, une



Chapitre I : Généralités sur les moisisures

mémeespece fongique peut produire plusieurs sortes de mycotoxines, cas de production de
dioxynivalénol ou de zéaralénone par certaines souches de Fusarium graminéarum(Duverger et
al., 2011), de méme une seule mycotoxine peut €tre produite par plusieurs especes fongiques
différentes, cas de 1’ochratoxine A produite par certaines especes d’Aspergillus et de Penicillium
(Mitchell et al., 2004).

Du point de vue écologique, il existe deux groupes de champignons toxinogenes (Jarvis etMiller,
2005) :

1.6.1.Champignons dits « de champ »

IIs contaminent les produits agricoles avant ou pendant la récolte dans les régions a climat
chaud, leurs spores envahissent les grains et croissent dans le champ ou attendent le battage
(Dendy et al., 2000).

Parmi les genres les plus rencontrés, on retrouve les genres Fusarium et Alternaria. Ces
champignons peuvent mourir lentement au cours du stockage ou survivre pendant de longues

périodes a de basses températures et a de faibles niveaux d’humidité (Roberts, 2005).

1.6.2.Champignons de stockage

Ils contaminent les produits agricoles pendant leur stockage, notamment le blé stocké dans
lequel ils sont présents sous forme de mycélium dormant sous le péricarpe ou sous forme de
spores en dormance sur la surface du grain, proliférant pendant le stockage dans des conditions
favorables. Parmi les genres les plus rencontrés, on retrouve les genres Penicillium et

Aspergillus.
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Tableau 1: Principales Mycotoxines retrouvées en alimentation humaine et/ou animale (Bennet
et Klich, 2003).

Mycotoxines Champignons Denrées

Aflatoxines B1, B2, G1 et G2 | Aspergillus flavus, A. | Arachides, céréales, graines
parasiticus, A. nominus, A. | de coton, épices et fruits
bombycis, A. pseudotamarii et
A. ochraceoroseus

Ochratoxine A, B, C. Aspergillus ochraceus, | Légumes, céréales et graines
penicillium viridicatum de café

Zéaralénone Fusarium graminearum et F. | Mais, blé, orge, etc.
sporotrichoides

Fumonisines Fusarium moniliforme Mais, et autres céréales

Trichothécénes (toxines T-2, | Fusarium spp Mais et blé

DON, NIV)

Alcaloide de I’ergot Claviceps purpurea et C. | BI¢é et dérivés et seigles
paspali

Patuline Aspergillus spp. et Penicillium | Fruits (pommes, prunes,
spp. peches, poires, abricots).

Citrinine P.rubrum,  P.purpurogenum, | Orge, bl¢, riz, soja et seigle
P.viridicatum, P.citrinum et
A.ochraceus
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I1.1.Définition et caractérisation des mycotoxines

Le terme mycotoxine dérive du grec « mycos », signifiant champignon et du latin toxicum
signifiant poison (Reboux et al., 2006).

Les mycotoxines sont des métabolites secondairesproduits a la fin de la phase stationnaire
et au début de la phase de déclin, de faible poids moléculaire, généralementinférieur a 1000
Da(Betina, 1994),qui ontpour la plupart une structure hétérocyclique avec des doubles liaisons

(C=C) qui sont a I’origine de leurs propriétés toxiques et carcinogenes (Bennet et Klich, 2003).

En raison de leurs structures chimiques, les mycotoxines sont considérées comme stables
et enparticulier thermostables (Bullerman etBianchini,2007), ilsrésultentde la dégradation des
métabolites primaires rassemblant les sucres, les lipides, les acides aminés et les acides
nucléiques qui participent a la nutrition et a la croissance des souches productrices (Pfohl-
Leszkowicz, 1999).

Présentes dans de nombreux produits de ’alimentation humaine et animale, les principales
mycotoxines ayant une importance sur le plan sanitaire et agroéconomique sont les aflatoxines,
lesochratoxines, les fumonisines, certainestrichothéceénes, les zéaralénones et les patulines
(Hussein et Brasel, 2001).Selon le type et la dose ingérée,elles induisent un effet toxique sur la
santé(Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002)(Roboux et al., 2006).

I1.2. Origine biosynthétique des mycotoxines

Les voies biosynthétiques des mycotoxines sont trés hétérogenes selon le substrat utilisé;
ce dernier peut étre des acides aminées, des polycétoacides, des dérivés terpénique, mais aussi

des dérivés d’acides gras (fumonisine, alternarriol) (Pfohl-leszkowicz et al., 1999).

Tableau 2: Origine chimique des mycotoxines (Riba, 2008).

Mycotoxines dérivées des Mycotoxines dérivées des Mycotoxines dérivées des
acides aminés polycétoacides terpenes
Alcaloides de I’ergot. Aflatoxine. Diacétoxyscirpénol (DAS).

Acide cyclopiazonique (CPA). | Acide pénicillique. Déoxynivalénol.

Acide aspergillique. Citrinine. Fusarénone.
Fumitrémorgines. Ochratoxines. Roridines.
Gliotoxine. Patuline. Toxine T2.
Roquefortine. Rubratoxines. Verrucarines, etc.
Slaframine. Stérigmatocystine.

Sporodesmine, etc. Zéaralénone, etc.
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I1.3.Facteurs influencant la production de mycotoxines

La biosynthése des mycotoxines par les moisissures dépend de plusieurs facteurs biotiques

(liés a la souche fongique) et abiotiques (conditions environnementales).

I1.3.1.Facteurs biotiques

Appelés aussi facteurs biologiques, ces derniers peuvent exercer un effet stimulant ou bien
rédhibitoire sur la production des mycotoxines. L’effet stimulant se résume au transport des
spores par des prédateurs (insectes, acariens) et a leur introduction dans les graines par des
1ésions qu’ils créent (Murphy et al., 2006).L’effet rédhibitoire quant a lui, est provoqué d’une
part par la compétition avec des microorganismes préexistantsréduisant la croissance des
moisissures et donc de la production de mycotoxines(Weidenborner, 2001), et d’autre part, par le

fait que certaines souches peuvent dégrader la toxine (Le Bars J et Le Bars P, 1987).

I1.3.2.Facteurs abiotiques

Le développement des moisissures et donc de la production des mycotoxines est
étroitement 1i¢ aux facteurs environnementaux et aux conditions physico-chimiques du milieu de

croissance notamment :

I1.3.2.1. Température

Bien qu’il existe des champignons psychrophiles et psychrotolérantes, la plupart des
champignons sont mésophiles avec des optima de croissance variant entre 25°C et 35°C (El

khoury, 2007).

La température optimale pour I’¢laboration de mycotoxines est généralement proche de la
température optimale de croissance, mais le plus souvent, légérement supérieure ; c’est le cas
pour la production des aflatoxines pard. flavus, et de ’ochratoxine A par A. ochraceus (Reiss et
al., 1998 ).

On remarque que A. flavus se développe des 20°C, produit 1’aflatoxines a partir de 25°C et
atteint une production optimale a 30°C (Gqaleni et al., 1997), tandis qu’A4. ochraceusse
développe des 25°C, et nécessite une température de 28°C pour une production optimale d’OTA
(Trenk et al., 1991 ). Généralement les aflatoxines peuvent étre synthétisées entre 12-42°C avec

un optimum entre 24-28°C (Reiss et al., 1998 ).

10
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11.3.2.2. Activité de ’eau

Symbolisée par le sigle ay, elle est définie comme étant le rapport de la pression de vapeur
d’eau d’un produit (p) sur la pression de vapeur de I’eau pure (po), a une température donnée
(Pitt J.1., et Hocking A.D., 1985), elle varie entre 0 et 1 (Tabuc C., 2007).

L'activité de 1’eau optimale nécessaire a la toxinogenese est généralement supérieure a
celle qui est nécessaire pour la croissance fongique et la germination des spores. Par exemple,
Penicillium verrucosum peut se développer a partir dune a, de 0,85, par contre la
productiond'OTA n'est possible que lorsque I’ay, est > 0.85 (Cairns-Fuller et al., 2005), de méme
Pitt et Miscamble (1995) rapportent un minimum de 0,83 pour le développement de la

moisissure et de 0,87 environ pour la production d’aflatoxine.

11.3.2.3.pH

La majorité des champignons se développent dans une gamme de pH allant de 4 a 9 avec
un optimum entre 4.5 et 6.5, ainsi la production de mycotoxines a lieu au voisinage des pH

optimums de croissance (Weidenborner, 1998).

I1.3.2.4.Composition gazeuse

Les moisissures sont des organismes aérobies (Tabuc C., 2007).De ce fait une
concentration en oxygene inférieure a 1% et une teneur élevée de CO, empéchent 1’¢laboration
des mycotoxines (Cairns-Fuller et al.,2005; Keller et al., 1997).

Toutefois, la majorité des moisissurespeuvent se développer et donc produire des
mycotoxines méme si la teneur en oxygene est dix fois plus faible que celle de I’atmosphere. Par
exemple, Aspergillus flavus peut se développer dans une atmosphére contenant une faible
concentration d’O; (0,5%) ou une forte concentration en N»(99%) mais 80% de CO; inhibe sa

croissance. Il en est de méme pour A. ochraceus (Pfohl-leszkowicz, 2001).

I1.3.2.5.Nature du substrat

La toxicogénese dépend étroitement de la denrée sur laquelle les moisissures se
développent ; en général, la biogénése des aflatoxines et de ’OTA, est favorisée tout d’abord par
la présence des glucides dans le substrat, puis des lipides et enfin la présence des protides (Lund
et al., 2003).La présence de certaines molécules dans le substrat peut aussi influencer la
production de mycotoxines. Ainsi, ’acide phytique diminue la synthése d’aflatoxine par
Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus, alors que la proline stimule cette production. De
méme, la proline et I’acide glutamique stimulent la synthése d’ochratoxine A par Aspergillus
ochraceus (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

11
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I1.4.Les aflatoxines

La « maladie X du dindon », qui a sévi en Angleterre au début des années 1960, a permis
de mettre en lumicre 1’existence des toxines de moisissures présentes dans les farines d’arachides
importées d’Amérique latine (Austwick, 1978), habituellement consommées par les volailles et
contaminées par des souches d’Aspergillus. Le terme d’aflatoxine (AFL) a été attribué¢ a ces
toxines en référence a Aspergillus flavus considéré comme premier champignon identifié

responsable de leur sécrétion (Asao T.,et al., 1965).

I1.4.1.Structure des aflatoxines

Les Aflatoxines forment un groupe de 18 composés structurellement proches, dont quatre
sont les formes les plus couramment rencontrées dans les aliments. Il s’agit des aflatoxines B1,
B2, G1, G2 ainsi que M1 dans le lait (Yannikouris et Jouany, 2002).Ce groupe de toxines est issu
de la voie des polycétoacides.Les AFLs sont constituées d’un cyclecoumarinique et de deux
furanes, auxquels peuvent étre accolés un cycle pentone(Aflatoxines B et M) ou un cycle
lactonehexagonal (Aflatoxines G).Les structures différent entre elles par la position de leurs

radicaux sur le squelette de base.
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Figure 6: Structure des aflatoxines, B1, B2, G1, G2 (S. Firmin., 2011).
I1.4.2. Origine et conditions de production des aflatoxines
Il existe trois principales souches productrices d’aflatoxines, appartenant toutes au genre
Aspergillus,on en cite A. flavus, A. nomius et A. parasiticus (Castegnaro M., et Pfohl-

Leszkowicz A., 2002).4spergillus flavus produit essentiellement les Aflatoxines du groupe B
(Wicklow D.T., et Shotwell O.L., 1983),quant a Aspergillus parasiticus, et A. nomius,
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ellessécrétent les quatre principalesaflatoxines appartenant aux groupes B et G (Dorner J.W.,
etal., 1984 ; Creppy, 2002).

La production d’aflatoxines se manifeste a des activités de 1’eau (a,,) ¢élevées de 0.93 a
0.98, ce qui signifie que I’humidité excessive des grains favorise leur production (Gelinas,
1995),toute fois, la sécheresse et les températures ¢€levées contribuent également a la
toxinogenese (Pfohl-Leszkowicz A, 1999).

I1.4.3. Propriétésphysico-chimiques des aflatoxines

Les aflatoxines sont des molécules de faibles poids moléculaires (312 a 330 g/mol) de
nature non protéique trés résistantes aux procédés de transformations alimentaires tels la
torréfaction, 1’extrusion et la cuisson (Marin et al., 2013). Elles sont trés peu solubles dans I’eau,
insolubles dans les solvants apolaires et trés solubles dans les solvants polaires comme le
chloroforme et le méthanol (Pfohl-Leszkowicz A., 1999). Elles présentent aussi une forte
résistance aux traitements thermiques comme la congélation, la pasteurisation ou encore la
stérilisation. La température minimale de décomposition s’¢leve a 237°C et peut atteindre 299°C
pour les structures les plus thermostables telles que les aflatoxines M (Pfohl-Leszkowicz A.,
1999).

IL.5. L’ochratoxine A (OTA)

C’est en 1969 que I’ochratoxines A fut isolé pour la premiére fois par des chercheurs sud-
africains a partir de souches d’Aspergillus ochraceus (Van der Merwe K.J, Steyn P.S., et al .,
1965). A ce jour, neuf ochratoxines ont été identifiées. De toutes les ochratoxines, c’est ’'OTA

qui est la plus abondante mais aussi la plus toxique (Brochard G et Le Bacle C., 2009).

Chez I’homme, I’OTA est associée a la survenue d’une pathologie nommée néphropathie
endémique des balkans (Mally et al., 2007). Cela consiste en une trés forte anémie puis une

insuffisance rénale.

I1.5.1. Structure de I’ochratoxine A

De formule brute C)H;sCINOg(Weidenburner M., 2001).L’Ochratoxine A est un
métabolite secondaire constitué d’une molécule de 3-méthyl-5- chloro-8-hydroxy-3,4-
dihydrocoumarine couplée, par une liaison peptidique a la L-phénylalanine (Pfohl-Leszkowicz
A.,1999).

Cependant, il existe d’autres ochratoxines comme I’OTB qui est le dérivé non chloré de
I’OTA et ’OTC qui est son ester éthylique (Weidenburner, 2001), ce qui caractérise I’OTA est
sa toxicité étant supérieur a celle del’OTB, et inferieur a celle de I’OTC (Cole et al.,2003).
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Figure 7: Structures chimiques des ochratoxines A, B et C (Alban G., 2016).

I1.5.2. Origine et conditions de production de I’ochratoxine A

L’OTA est produite par deux genres fongiques : Aspergillus(A. ochraceus, A. cabonarius,

A. niger, etc.)et Penicillium (P. verrucosum, P. nordicum, etc.).

Le genre Aspergillus s’adapte aux climats chauds contaminant les oléagineux et les
céréales. En effet, ’OTA est produite de mani¢re optimale par Aspergillus ochraceus a une
température de 28°C, qui peut toutefois s’abaisser a 15°C , et a une a,, de 0,79 (Trenk H.L et
Butz M.E, 1991), alors que Penicillium se développe dans les climats tempérés, Penicillium
viridicatum a la possibilité de produire de I’OTA dans un large intervalle de températures allant
de 4 a 30°C, et pour une a,, allant de 0,83 a 0,90 (Mislivec P.B., et Tuite J., 1970) (Norholt M.D.,
et Van Egmond H.P., 1979).

I1.5.3. Propriétés physico-chimiques de I’ochratoxine A

L’OTA est un acide organique faible de pKa égal a 7,1 se présentant sous forme d’un
cristallin blanc ayant une masse molaire de 403,8 g/mol (Pohland A.E, Schiiller P.L, et al.,
1982), elle possede une propriété de résistance face aux procédés industriels de
transformation en raison de la stabilit¢ de sa structure chimique(Miiller H.M.,1982 ),et est
completement dégradée par un exces d'hypochlorite de sodium NaClO 4% (Castegnaro M.,
Barek J., et al, 1991).Lorsqu’elle est sous forme cristallisée dans le benzeéne, sonpoint de fusion
est de 90°C, et il est de 169°C lorsqu’elle est cristallisée dans le xyléne (Pohland A.E., Schiiller
P.L., Steyn P.S., et al., 1982).
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I1.6. Toxicité de I’Ochratoxine A et de I’Aflatoxine

Parmi les mycotoxines identifiées et répertoriées, seulement une trentaine possédent de
réelles propriétés toxiques préoccupantes pour I’homme sur les points de vue agro-alimentaire et
sanitaire faisant I’objet d’une surveillance réguliere, les plus importantes sont les aflatoxines, les
ochratoxines, la zéaralénone, les fumonisines, la citrinine, la patuline, les trichotécenes et aussi le
déoxynivalénol (Bennett et Klich, 2003).

Les effets des mycotoxines sur la santé humaine et animale sont variés, cependant certaines
exercent un effet cancérigénes (aflatoxines, patuline ,ochratoxines) ,d’autres se révelent
hépatotoxiques (aflatoxines,fumonisine) , immunotoxique (aflatoxines, ochratoxines,
fumonisines, trichotécénes) , oestrogéniques (Zéaralénone), neurotoxiques (trichotécenes ), et
méme néphrotoxiques (ochratoxines ) (CAST, 2003; AFSSA, 2009)
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Tableau 3: Les principales mycotoxines ainsi que leurs effets possibles sur la santé¢ de
I’hommeet leurs occurrences dans les aliments et les denrées alimentaires (CAST, 2003; AFSSA,

2009)

Mycotoxines Effets possibles pour la santé humaine Denrées alimentaires
Aflatoxines Maladies reliées au foie (hépatotoxique, hépato | Arachides, noisettes,
(Lunn et al., 1999; | cancérogene), effets cancérigénes et | céréales (mais), lait,
Leonget tératogéne, hémorragies (tractus intestinal, rénal), | épices

al.,2010) répressions immunitaire.

Fumonisines (Edémes pulmonaires, néphro- et hépatotoxique, | Mais

(Chu and Li, 1994; | répressions immunitaires.

Edringtonet al., 1995)

Tricothécénes Déréglements digestifs (vomissements, diarrhées), | Céréales (blé, orge)
(Arunachalam and | perte de masse, hémorragies (estomac, cceur,
Doohan, intestin, poumons, vessie), lésions orales,
2013; Pettersson, | dermatite, infertilité, dégénérescence de la
1995) moelleosseuse, répressions immunitaires.
Zéralénone (Estrogéniques, cedémede la vulve, prolapsus du | Mais, blé
(Maragos, 2010; | vagin, élargissement del’utérus, atrophiec des
Zinedineetal., 2007) testicules, atrophie = desovaires, infertilité,
avortement.
Ergot alcaloides Gangrenes, hallucinations, convulsions Seigle
(Baconet al., 1986;
Alderman
et al., 1998)
Patuline Mutagéniques, génotoxiques, carcinogéniques Fruit (pommes,
(Cano-Sancho et al., poires)

2009;
Mahfoud et al., 2002)

Ochratoxines
Heussner and Bingle,
2015

Studer-Rohr et al.,
1995)

Néphrotoxiques, carcinogéniques, répressions

immunitaires

Céréales (bl¢, mais),
vin, raisin, jus de

raisin
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I1.6.1.Mécanisme d’action de 1’aflatoxine

L’aflatoxine Blest considérée comme la plus toxique des mycotoxines ayant pour cible
principale le foie (Sudakin, 2003). Elle responsable donc, en partie, du cancer du foie (Jackson et
Groopman, 1999).D’apres Yiannikouris et Jouany (2002), a ce niveau, L’AFB1 est transformée
en 8 métabolites généralement moins toxiques que leurs précurseurs, ces derniers vont ensuite,
soit interagir en tant qu’intercalant en se liant avec des liaisons covalentes aux acides nucléiques
(Bren et al., 2007) entrainant la formation de cellules cancéreuses, soit ils seront conjugués a des

nucléophiles solubles afin d’étres excrétés en dehors de I’organisme.

11.6.2. Mécanisme d’action de I’ochratoxine A

L’ochratoxines A est d’abord absorbée au niveau de 1’estomac et peut étre hydrolysée en :
Dérivés non toxiques tels que ’OTa généré par la carboxypeptidase A et la chymotrypsine au
niveau de I’intestin (Jard, 2009).

Dérivés toxiques tels que le O-CH3-OTA et les dérivés quinones OTAQ/OTAHQ issus
de D'oxydation chimique et enzymatique (essentiellement par le systétme microsomal a
cytochrome P450) au niveau hépatique, qui sont impliqués dans la toxicit¢ de I’OTA par
induction de stress oxydant causant soit des dommages oxydatifscellulaires directs suite a la
génération excessive de radicauxlibres (radical superoxyde, le peroxyde d’hydrogene et le
radical hydroxyle), soit uneréduction de la transduction des signaux cellulaires et la régulation de
I’expression de certainsgénes impliqués dans la promotion de I’apoptose (Abidellah N. et al.,
2011).

De plus I’ochratoxine A affecte la synthése des macromolécules cellulaires telles les acides
nucléiques mais principalement la synthése protéique; en effet, ’OTA perturbe la synthése
protéique chez les procaryotes et leseucaryotes par inhibition compétitive de la partie
phénylalanine d’une enzyme « Phe-tRNA Phesynthase » impliquée dans la réaction
d’aminoacylation du « tRNAPhe », ainsi, I’élongationpeptidique est bloquée et la synthese

protéique est arrétée au niveau post-transcriptionnel(Abidellah N. et al., 2011).

L’inhibition de la synthése protéique, a elle seule, ne peut pas expliquer la diversité des
effets toxiques de ’OTA a savoir la péroxydation lipidique, les dommages d’ADN et la
perturbation de I’homéostasie calcique (Abidellah N. et al., 2011).

I1.7. Méthode de dosage des aflatoxines et de I’ochratoxine A

L'identification et la quantification des aflatoxines dans les denrées alimentaires constituent

un défi majeur pour garantir la sécurité sanitaire des aliments. Par conséquent, le développement
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de méthodes analytiques réalisables, sensibles et robustes est primordial pour 1'identification et la
quantification des mycotoxines présentes en faibles concentrations dans les aliments.Avant le
dosage, trois étapes préliminaires (extraction, purification et concentration) sont indispensables

afin d’assurer un dosage correcte.

I1.7.1. Méthodes physico-chimiques

On retrouve la chromatographie sur couche mince CCM pour une caractérisation
qualitative et semi-quantitative (Par mesure de la grosseur de la tiche). Elle comprend une phase
stationnaire, constituée d’une couchemince de matériel absorbant (gel de silice), qui est plongée
dans une phase mobile liquide(éluant), composée d’un solvant qui va obliger les molécules a se
séparer le long de la phasestationnaire. Cette méthode est fondée sur les différences d’affinité des

composés vis-a- vis des deux phases.

La CCM a ensuite été remplacée par la chromatographie liquide de hauteperformance
HPLC qui est plus spécifique et plus sensible oul’échantillon a analyser est poussé par un liquide
(phase mobile) atravers une colonne remplie d’une phase stationnaire de faible granulométrie.
L’augmentationde la pression dans le systéme est due au fort débit d’écoulement de 1’¢luant. La
HPLC estpréférée a la CCM en raison de ses bons facteurs de sensibilité, détectabilité et
spécificité ; Enrevanche, elle reste la méthode chromatographique la plus cotiteuse (Jeunot B.,
2005).

I1.7.2.Méthodes immunochimiques

On retrouve laméthode EnzymeLinked Immuno Sorbent Assay (ELISA) reposant
surl’utilisation d’un anticorps spécifique dirigé contre la mycotoxine recherchée.Cette méthode
peutcréer des faux positifs qui entrainent une surestimation des résultats (Barna-Vetro et al.,
1994).

On voit actuellement se développer une technique dedétection plus coliteuse, la chromatographie
liquide couplée a la spectrométrie de masse.La chromatographie en phase gazeuse est surtout
utilisée pour la détection de molécules du groupedes trichothéceénes dans les céréales, avec

détection par capture d'éléctrons ou spectrométrie demasse.

I1.8. Methode rapide de détéction de I’aflatoxine et de I’ochratoxine A

Le présent travail a été initié et réalisé dans le laboratoire de Biologie des Systémes
Microbiens (LBSM) de I’ENS Kouba, suivant la méthode décrite par Riba (2008).
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Il porte sur la vérification de production des mycotoxinesappartenant a la collection des
soucehs du laboratoire LBSM,isolées a partir des grains de blé, produites par 2 types de

souches :

- Souches productrices d’aflatoxines : A.parasiticus et A.flavus.

- Souches productricesd’ochratoxine A: A.alliaceus et A.carbonarius.

I1.8.1. Préparation du milieu de culture

Pour cette expérience, le milieu CAM (coconut agar medium) a été choisi suivant la
méthode décrite par Riba (2008). 50 g de noix de coco rapées ont été portées a ¢bullition dans
200 ml d’eau distillée, ensuite la solution a été filtrée a 1’aide d’une compresse stérile. Le filtrat
est supplémenté de 4 g d’agar (20 g/litre). Le mélange a été alors stérilis¢ a l'autoclave a
121°C/15 minutes. Le pH final est de 7.

I1.8.2. Repiquage des souches

Dans un environnement stérile entre deux becs benzeéne,a 1’aide d’une anse préalablement
flambée, nous avons prélevé une fraction de spores dans le cone stérile a partir de chaque souche

fongique mere déja enculture dans des tubes a essai séparément.

Par la suite,nous avons procédé a I’ensemencement de ces spores, en piquant I’anse au centre de

chaque boitePétri, précédemment préparéeavec le milieu CAM et étiquetée pour chaque espece.

Une fois les boites bien fermées, nous les avons mises en incubation dans 1’é¢tuve a 28°C pendant

6 jours.

Souches fongiques meéres Mise en culture des spores Incubation des cultures

Figure 8: Etapes d’ensemencement des spores.
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I1.8.3. Visualisation des mycotoxines

Nous avons préalablement stérilisé la chambre de I’appareil avec de 1’alcool puis introduit
séparément nos boites fermées que nous avons ouvert une fois a I’intérieur pour éviter toute
contamination externe, afin de vérifier la fluorescence des mycotoxines produites a une longueur
d’onde de 365 nm.

Figure 9: (a) Aspect macroscopique d’A. carbonarius apres incubation. (b) Aspect
macroscopique 4. carbonariussous lampe UV (absence de fluorescence).

Figure 10: (a) Aspect macroscopique d’A.flavusapres incubation. (b) Aspect macroscopique
A.flavus apres incubation sous lampe UV(Absence de fluorescence).
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Figure 11: (a) Aspect macroscopique d’A. parasiticus apres incubation.(b) Aspect
macroscopiqued’A. parasiticusapres incubation sous lampe UV (Fluorescence bleu autour du
mycélium et verte au milieu).

Figure 12: (a) Aspect macroscopique d’A4. alliaceusapres incubation. (b) Aspect macroscopique
A.alliaceus apres sous lampe UV (Florescence verte au milieu de la colonie mycélienne).

I1.8.4. Résultats et discussion

Les deux souches A. alliaceus et A. parasiticus montrent des résultats concluants
correspondant a une fluorescence verte et bleue respectivement, ce qui indique la production
d’ochratoxine A et d’aflatoxines B et G respectivement. Les deux autres souches, A.

carbonarius et A. flavus ne présentent aucune fluorescence.

Parmi les aspergillus, on retrouve celles qui ne produisent que des aflatoxines B
notamment A. flavus, et celles qui produisent les deux types d’aflatoxines B et G, comme A.
parasiticus (Dorner J.W., Cole R.J., Diener U.L., 1984). Les aflatoxines B émettent de manicre
intense une fluorescence bleue, tandis que les aflatoxines G émettent une fluorescence verte sous

lumiére UV a 365 nm(Asao Tet al.,1965). Ceci correspond au résultat obtenu lors de notre
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visualisation d’A4. parasiticus ayant émis une légere fluorescence bleu atour de la culture, et une

fluorescence verte au centre, affirmant que cette espece produit les deux aflatoxines B et G.

L’ochratoxine Aexposée aux rayons UV, émet une fluorescence caractéristique verte(Azemar
B., 2001), en effet dans notre expérience A. alliaceusa émis une fluorescence verte au centre de

la colonie mycélienne sous lampe UV a 350 nm.

En ce qui concerne les souches A.flavus et A.carbonarius qui n’ont pas montré de
fluorescence, nous suggérons que les souches ont perdu leur pouvoir de production de
mycotoxines a cause d’une longue conservation ou a cause des repiquages répétés de la souche.Il
est connu que le pouvoir de production des mycotoxines peut étre diminué sensiblement ou
perdu complétement a cause de repiquages et de conservation a +4°C. L’idéale est de conserver

la souche au congélateur dans du glycérol a 30%.
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Introduction

Etant donné leur effet toxique important sur la santé humaine et animale, plusieurs

méthodes ont été utilisées afin de diminuer le risque de prolifération des moisissures et la

production des mycotoxines apres la récolte, a commencer par des stratégies préventives, évitant

la contamination des futures cultures par la gestion des résidus de culture précédentes (Barrier-

Guillot et al., 2007 ), en effet, le tri et 1’élimination des grains contaminés permet d’éviter la

propagation des toxines ; puis par des stratégies d’élimination comprenant des méthodes

chimiques et physiques (Schniirer et Magnusson, 2005) . Parmi ces méthodes, on peut citer :

e Les méthodes physiques

Les radiations : utilisées par exemple pour la diminution du taux de ’AFB1, en cause
de sa sensibilité aux ultraviolets, rayons x et rayons v (Afifi et al., 2003).

Dégradation thermique par extrusion : ce procédé implique le passage de la denrée
contaminée a plus de 150°C entrainant des modifications moléculaires qui
gélatinisent 1’amidon, dénaturent les protéines, et de ce fait inhibent les activités
enzymatiques, cependant cette technique permet d’¢éliminer les aflatoxines, le DON,
la ZEA et la FB1, notamment dans le mais (Voss et al., 2008).

e Les méthodes chimiques

Les conservateurs chimiques acides : tels que les acides sorbique, benzoique et
propionique...etc(Gould, 1996). Selon Davidson (2001), le benzoate et le benzoate de
sodium sont principalement utilisés comme des agents antifongiques efficaces.

Les conservateurs chimiques basiques: tels que ’ammoniaque particulierement
efficace contre ’AFBI lors de son utilisation simultanée a de hautes températures et
de hautes pressions; en plus de la détérioration de la qualité sanitaire de 1’aliment,
cette spécificité représente un point négatif pour son utilisation (Huwig et al., 2001).
Les agents oxydants : ozone, peroxyde d’hydrogeéne, eau oxygénée...etc, I’étude de
Canadas (2006) portée sur I’efficacité du procédé Oxygreen® permettant d’obtenir un
grain plus sain en utilisant de I’ozone sur des céréales contaminées par de I’OTA, a
permis de conclure que ce produit ne peut pas donner un blé sain a partir d’un blé
contaming, en raison des effets secondaires qui peuvent survenir, comme 1’apparition
d’adduits a I’ADN.

Les agents réducteurs tel que le bisulfite de sodium qui permet de réduire le taux de
mycotoxines (AFB1, DON) dans certains aliments (Kabak et al., 2006).

I1 s’est avéré qu’aucune des stratégies citées n'a encore été capable de réduire la présence

de mycotoxines complétement car certaines moisissures ont acquis une résistance aux

traitements chimiques (Davidson, 2001).
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Selon des recherches faites par plusieurs auteurs, on a pu conclure que certaines de ces
techniques, pourraient faire plus de mal que de bien pour la santé (Quillien, 2002), c’est pour
cette raison que le réglement européen interdit les décontaminations chimiques pour les denrées

alimentaires destinées a I’alimentation humaine (Fangeat Loic, 2008).

I11.1. Lutte biologique et bioconservation des aliments

L’amélioration de la qualité sanitaire des aliments est rendue envisageable par 'utilisation
de microorganismes « détoxifiants », il s’agit de la « Bioconservation » ou un organisme est
utilis¢ afin de contrdler un autre organisme(Magnusson et al., 2003). Cette méthode consiste a
inoculer sur un produit des souches bactériennes sélectionnées, de manicre a inhiber la flore
indésirable qui pourrait s'y trouver, sans modifier les caractéristiques organoleptiques de ce
produit (Rodgers, 2001).

De nos jours, la lutte biologique se fait grace a I’utilisation de probiotiques telles que les
bactéries lactiques, en vue d’augmenter la durée limite de conservation(DLC)et de lutter contre

les pathogeénes dans différentes denrées alimentaires (Ross ef al.,2002), notamment :

o Les céréales et ses dérivés : selon Muhialdin et al. (2011),Ln. fermentum Te007, PC.
pentosaceus et Lb. PentosusG004 sont des souches capables d’inhiber la germination des
conidies d’A. niger pour une durée de 12,16 ,21 jours respectivement dans le pain.

e Les produits laitiers : Li H-jet etal. (2011) ont trouvé que I’ajout de 2% de la souche Lb.
casei AST18 inhibe la croissance de Penicillium sp. dans le yaourt, et d’apreés les
expériences de Crowley et al.(2012), les souches Lb. plantarum 16 et 18 maintiennent
un effet fongistatique dans le yaourt a 4°C pendant 30 jours.

e Les viandes et leurs dérivés : les viandes sont un excellent substrat pour les champignons
toxinogenes suite a leur altération précoce (Dijksterhuis et Samson, 2007), la souche Lb.
acidophilus NCDC 291 est utilisée comme bioconservateur pour la viande de poulet car
elle est capable d’¢éliminer Aspergilus, Fusarium, Alternaria et Penicillium (Garcha S. et
Natt N.K., 2012).

I11.2. Les bactéries lactiques en tant que bioconservateurs

Parmi les antagonistes biologiques naturels, on retrouve les bactéries lactiques qui

aujourd’hui sont trés utilisées dans plusieurs procédés de fermentation.

Elles sont non pathogenes et comptées pour la majorité parmi les microorganismes « GRAS »
par la « Food and Drug Administration » (Trias et al., 2008). Elles peuvent aussi représenter une
altérative intéressante aux méthodes physiques et chimiques, de plus elles sont connues pour

leurs fortes activités antimicrobiennes.
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Cependant, l'activité antifongique des souches lactiques reste a étre ¢lucidée. Un nombre limité
de rapports ont montré qu’une bonne sélection de LAB pourrait permettre de contrler la
croissance des moisissures et donc de la production des mycotoxines, permettant d'améliorer la

durée de conservation de nombreuxaliments (Gourama et Bullerman, 1995).

I11.3. Pouvoir antifongique des bactéries lactiques

Les mécanismes d’action des substances antimicrobiennes des bactéries lactiques sont peu
connus a cause de leurs complexités, des interactions qui existent entre différents composés
(Niku-Paavolaet al.,1999) et de la sensibilit¢ de la majorité des moisissures aux produits de
fermentation tels que 1’acide lactique et I’acide acétique (Bonestroo et al, 1993; Lindgren et
Dobrogosz, 1990 ; Piard et Desmazeaud, 1992).

Selon Magnusson et al. (2003), trois mécanismes peuvent expliquer l'efficacité
antifongique des LAB :un rendement intéressant en acide organique, la production de composés

antagonistes et la compétition pour les nutriments.

I11.3.1. Acides organiques

Suite a la fermentation des glucides par les LAB, il y a production de deux principaux
acides, [D’acide lactique (CsH¢O3), et [D’acide acétique(C,H40;) (Dalié et al,
2010)(Makhloufi,2011) ; Ces deux acides vont causer la réduction du pH, induisant I’inhibition
de la prolifération de nombreux micro-organismes toxinogenes (Eklund,1989). Dans le cas
desLAB hétérofermentaires dites propioniques, une partie de 1’acide lactique est convertie en

propionate et acétate accompagné d'une production de CO; (Reis ef al.,2012).

La diffusion du lactate sous forme non dissocié a travers la membrane, et sa dissociation a
’intérieur de la cellule va libérer des ions H' qui vont acidifier le cytoplasme (Piard et
Desmazeaud, 1991), la cellule va dans ce cas utiliser son €nergie pour essayer de rétablir
I’équilibre en créant un gradient de protons au travers de la membrane cytoplasmique, de ce fait

la croissance bactérienne sera fortement réduite (Charlier et al., 2009).

Le propionate et 1’acétate interagissent avec la membrane fongique en neutralisant le
gradient électrochimique des protons, provoquant une répression de la croissance des cellules
cibles. Ces deux acides dépendent souvent de la diminution du pH causée par l'acide lactique
(Eklund, 1989; Freese, Sheu, et Galliers, 1973).Cependant l'acide propionique réduit la
croissance des champignons, particulicrement a des pH bas (Woolford, 1984a), et affecte les
membranes fongiques a des pH inférieurs a 4,5 (Hunter et Segel, 1973). Ces deux acide ont un
effet inhibiteur sur I'absorption des acides aminés et donc du développement des cellules(Eklund,
1989; Freese et al., 1973).Les sels d'acide propionique, tels que le propionate de sodium et le

propionate d'ammonium, ont un effet similaire contre les levures et les moisissures filamenteuses
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a un pH faible (Woolford, 1984b).Né¢anmoins, plusieurs LAB possédent un systéme de tolérance
a l'acidité « Acid Tolerance Response » qui leur permet de survivre et de continuer a faire

fonctionner leur métabolisme (Van de Guchte et al., 2002).
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Figure 13: Représentation schématique du mode d’action des acides
organiques sur une cellule fongique.

I11.3.2. Composés antagonistes

Auparavant, on pensait que les acides organiques ¢taient les principaux agents
antifongiques en raison de 1'abaissement du pH. Entre autre, les auteurs ont montré que l'activité
antifongique de ces composés seuls était trop faible pour expliquer pleinement l'activité
antifongique observée (Niku-Paavola, M.L et al., 1999) (Ndagano, D ., 2011). De ce fait,
d’autres métabolites ont ¢été désignés comme source d'activité antifongique, incluant les
composés protéiques, les acides gras, les composés phénoliques, le peroxyde d'hydrogene
(Broberg, A et al., 2007)(Sadiq, F.A et al., 2019)ainsi que la reutérine (Nakanishi et al., 2002).

I11.3.3. Compétition pour les nutriments

La compétition pour les nutriments est expliquée par le fait de la forte exigence
nutritionnelle des bactéries lactiques, qui envahissent tout le milieu et limitent ainsi la
multiplication des autres micro-organismes (Castellano et al., 2008).Les champignons sont tres
sensibles a cette concurrence car des nutriments externes sont nécessaires a la germination des

conidies, a la croissance du tube germinatif et a la réussite de I’infection (Elad et Stewart, 1970).

Un autre processus a été¢ prouvé comme étant efficace permettant une immobilisation des
substances mycotoxiques, il s’agit du phénomene d’adsorption. En effet, certaines mycotoxines

vont se lier au peptidoglycane qui est attaché a la paroi cellulaire des bactéries lactiques par des
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composés d’adhésion tels que 1’acide téichoique. (Hernandez-Mendoza et al, 2009). Ce
phénomene est illustré dans 1’étude faites par (Del Prete V et al.,2007)dans la partie « Etat de

I’art sur le biocontrdle des mycotoxines ».

I11.4. Facteurs influencant I’activité antifongique des LAB

Afin de bien sélectionner les LAB ayant un fort potentiel antifongique, il est nécessaire
d’avoir des  connaissances approfondies sur les parametres qui  modulent
leuractivité antifongique. Dans le but de son optimisation,plusieursparamétres sont pris en
compte, y compris la température, le temps d’incubation, le pH et le milieu de croissance (Batish
et al., 1997).

I11.4.1. Période et température d’incubation

L'activité antifongique de la souche Lb. acidophilus était maximale a 30°C aprés 48 h
d'incubation, l'augmentation de cette période a entrainé une diminution considérable des
métabolites antifongiques. Cette diminution a ét¢ imputée a une métabolisation des composés

actifs ou a leur dégradation enzymatique (Batish, Lal, et Grover,1990).

Ces deux facteurs sont essentiels et complémentaires, ils permettent de moduler la
croissance de la bactérie lactique et donc d’affecter de maniere significative la quantité des

métabolites antifongiques produits(Batish et al., 1997).

111.4.2. pH

Le pH est un paramétre clé de la production de métabolites antifongique. Ainsi la souche
Lc. lactis subsp. diacetylactis atteint une production optimale de substances antifongique a pH
6,8, et poursuit leur production mais a des quantités moins importantes dans une gamme de pH
assez ¢troite de 5,5-7 (Batish et al., 1997; Sathe et al., 2007).

111.4.3.Effet du milieu de culture

Batish et al. (1990), ont démontré que Lc. lactis subsp. lactisbiovar.diacetylactis pouvait
produire un maximum de métabolites antifongiques dans le bouillon Elliker que dans d’autres
milieux de culture tels que le bouillon MRS, bouillon nutritif, ou bien dans du bouillon dextrose
ou la production était négligeable a inexistante. Le bouillon Elliker s'est aussi avéré étre le
meilleur milieu pour la production de composés antifongiques par la souche Lc. lactis subsp.
lactis CHD 28.3 contre A. flavus IARI, comparé aux milieux M17 et MRS (Batish ef al., 1990;
Roy et al., 1996) .

La présence de composés nutritionnels est considérée aussi comme un facteur influencant
la production de composés antifongiques. Effat ez al. (2001) ont étudié l'influence de ce facteurs

sur la production de métabolites antifongiques par Lb. rhamnosus et Pc. acidilactici, ils ont alors
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indiqué que l'extrait de levure et le glucose, ainsi que le NaCl et le CaCl, modulaient la

production de ces substances.

La supplémentation du bouillon avec du CaCl,a augmenté la production de substances
antifongiques. Un rendement maximal a été alors observé lorsque la concentration de CaCl, est
passée de 0,05% a 0,15%.

Selon les expériences faites par Gourama et Bullermnan (1997), il s’est avéré que les facteurs
cités précédemment sont dépendants 1I’un de l’autre, du fait qu’un changement de pH par

exemple pourrait affecter 1’activité antifongique méme si les autres facteurs sont optimaux.
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Chapitre IV : Etat de I’art sur le biocontrole des mycotoxines

Introduction

Depuis leur découverte en 1960, les mycotoxines sont devenues le sujet d’interaction
multidisciplinaire des scientifiques du monde entier. Des lors, de nombreuses mycotoxines

potentiellement dangereuses pour ’homme etl’animal ont été découvertes (Richard, 2007).

La présence des mycotoxines sur de nombreux produits agricoles justifie
I’attentioncroissante qui leur est portée. Ce chapitre est consacré a rapporter quelques travaux de
recherches réalisés dans le domaine du biocontrole des mycotoxines en utilisant les LAB, afin de

répondre a notre problématique.
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IV.1.Articles 01 : Les bactéries lactiques en tant qu’agents probiotiques
inhibiteurs de la croissance d’Aspergillus flavus, A. niger et de Penicillium
chrysogenum.
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Antifungal activity; Obyjective. — The aim of this study was to assess the potential of lactic acid bacteria (LAB) such
Probiotic; as Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L paracasel and Bifidobocterium bifidum ta
Lactobacillus; inhibit the outgrowth of some common food-spoiling fungi including Aspergillus niger, A. flavus,
Bifidobacterium; A. parasiticus and Penicillium chrysogenum.

Aspergillus; Methods. — Bacterial isolates were cultured on Mann Rogosa Sharpe (MRS) broth and liquid
Penicillium cultures and supernatants were prepared. The antifungal activity was tested using the agar well

diffusion methaod.

Results. — Both liquid culture and supematant of L. casei isolate exhibited high antifungal
activity, followed by L. acidophilus and L. paracasei isolates. The least activity was recorded for
the isolates B. bifidum, while the isolate L. rhamnosus was moderately active against tested
fungi. The antifungal activity of the supernatants obtained from all probiotic isolates against
fungi was significantly Less than that of liquid cultures (P < 0.05). Antifungal activity evaluation
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e Résumé
Le but de cette étude est d’évaluer le potentiel des bactéries lactiques (Lactobacillus
acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L. paracaseiet, Bifidobacterium bifidum) a inhiber la
croissance de quelques champignons d’altération comme Aspergillus niger, A. flavus, A.

parasiticus et Penicillium chrysogenum.

e Méthode suivie
Test de ’activité antifongique :

- Culture des isolats sur milieu MRS a 37°C pendant 48h dans des conditions aérobies pour
les Lactobacillus et anaérobie pour B.bifidum puis centrifugation des bouillons MRS a
11500 xg pendant 10 min a 4°C pour I’obtention du CFS et stérilisation en utilisant des
filtres a 0.45 pm.

- L’activité antifongique des CFS a été évaluée par la méthode de diffusion de puits d’agar,
une suspension fongique est ajustée a 10° conidies/ml avec la cellule de comptage de
Neubauer puis inoculée dans un milieu MRS solide.

- Réalisation de puits de 5Smm de diamétre a 1’aide des pipettes Pasteur, remplissage avec
20 pl de MRS.Ajoutd’un volume de 100 ul de suspension de LAB et de leurs
surnageantsaux puits. Incubation a 30°C pendant 5 jours.Le PIFa ét¢ déterminé en

mesurant la zone d'inhibition entourant chaque puits.

e Résultats
L’efficacité des souches de LAB et de leur CFS a été évaluée en mesurant le pourcentage
d’inhibition fongique (IF) ainsi que le diameétre d’inhibition (ID).Selon les résultats, I’activité
inhibitrice des surnageants est variable avec une moyenne de 24.8% et des zones d’inhibition

allant de 11.2 a 16.7 mm pour la souche L.casei qui semble présenter la meilleure activité.

L’activité inhibitrice la plus faible est enregistrée pour B. bifidium,soit 7.8% avec une zone
d’inhibition allant de 1.5 a 6mm. Ces résultats sont compatibles a ceux rapportés par (El
Demerdash et Mostafa, 2008). 1l a été¢ déterminé que 1'activité inhibitrice des surnageant d'isolats
testés ¢été inférieure contre les champignons par rapport a celle obtenu par la suspension de
LAB. La culture liquide et le surnageant de L. casei ont montré la plus forte activité antifongique
suivie par L. acidophilus et L. paracasei. De ce fait les souches,L.rhamnosus, L.acidophilus,
L.casei, L.paracasei, B.bifidum, montrent une inhibition plus élevée pour A.parasiticus
produisant des aflatoxines de (14.5% ,22.9%, 24.1% ,20% ,2.6%) respectivement en suspension
liquide et de (12.2% ,21.4% ,19.7% ,17.1% ,1.4%) respectivement en utilisant le CFS. Des
résultats similaires ont été observés par (Denkova et al., 2013).

On conclut de cette étude que 1'inhibition des souches de Lactobacillus n'est pas seulement en
raison de la formation des acides abaissant le pH, mais elle est due aussi a la compétition pour

les nutrimentsainsi qu’a la production de métabolites a effet antimicrobien.
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IV.2. Article 02 : Etude des potentialités des bactéries lactiques pour réduire
la contamination par I’aflatoxine B1 et la fumonisine B1 des grains et épis de

mais.
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Abstract: Fungal spoilage is an important issue for the food industry, leading to food sensory
defects, food waste, economic losses and public health concern through the production of
mycotoxins. Concomitantly, the search for safer natural products has gained importance since
consumers began to look for less processed and chemically treated foods. In this context, the aim of
this study was to evaluate the antifungal and antimycotoxigenic effect of seven strains of
Lactobacillus plantarum. Lactic acid bacteria (LAB) were grown on Man Rogosa Sharpe (MES) broth
at 37 °C in anaerobic conditions. After that, the cell-free supernatant (CFS5) were recovered to
determine its antifungal activity by halo diffusion agar test. In addition, minimum inhibitory
concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) was determined for each L.
plantarum CFS by 96=well microplates method. Additionally, CFS was used as a natural biocontrol
agent on corn kernels and corn ears contaminated with Aspergillus flavus and Fusarium verticillioides,
respectively. The L. plantarum CECT 749 CFS showed the highest antifungal effect against all
essayed strains. Moreover, the employment of this CF5 in food reduced the mycotoxin production
at a percentage ranging from 73.7 to 99.7%. These results suggest that the L. plantarum CECT 749
CFS could be promising for the biocontrol of corn.

Keywords: Lactobacillus plantarun; aflatoxin By; fumonisin Bi; biopreservation

Key Contribution: In vitro analyses showed that Fusarium spp. was more susceptible to L. plantarum
spp- CF5 treatment than Aspergillus spp. In situ, the CF5 treatment did not completely avoid the
fungal growth but in both cases, on corn kernel and corn ears, the content of mycotoxin was
significantly reduced.

1. Introduction

Filamentous fungi contaminate several types of food such as cereals, fruits and vegetables, dried
fruits, feed products, dried spices, dried cured meats, and bread, among others [1-9].

Aspergillus and Fusarium are the major fungal genera associated with com contamination [10].
Indeed, many Aspergillus and Fusarium species are considered common contaminants of food and

Toxivs 2020, 12, 21; dok10.3300toxins 1 2010021 www. mdpiloomfjoumalftoxins
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e Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer l'emploi d’un surnageant exempt de cellules
bactériennes (CFS)de sept souchesde Lactobacillus plantarum comme agent de lutte biologique
afin de réduire la croissance des souches d’Aspergillus flavusetde Fusarium sur les grains et épis
de mais en utilisant la méthode de confrontation et en mesurant le diamétre des zones
d’inhibition,la concentration minimale fongicide MFC ainsi que la concentration minimale
inhibitrice MIC pour chaque lactobacille par la méthode des microplaques a 96 puits. Le CFS
des Lactobacillus a ensuite été utilisé comme agent de biocontrdle en utilisant des grains et des
épis de mais inoculés par des souches d’A. flavusISPA 8111 et F. verticillioidesCECT 2982

productrices respectivement d’AFB1 et de fumonisineBI1.

e Méthode suivie
1. Préparation de surnageant exempt de cellules (CFS):

- Incubation des LAB a 37°C pendant 12h dans un bouillon MRS.

- Transfert de 10 ml du bouillon MRS a raison de 10’ CFU/ml dans des tubes Falcon
contenant 40 ml de bouillon MRS stérile.

- Centrifugation a 4000 xg pendant 10 min. Le surnageant CFS a été récupéré et conservé
pendant 24h a -80°C.

2. Confrontation LAB/souches fongiques :

- Repiquage des spores fongiques dans des boites contenant un milieu PDA a partir
d’autres boites pétri remplies avec un milieu PDA contaminé avec les spores fongiques
des 12 souches appartenant au genre Aspergillus et Fusarium.

- Réalisation de puits de 10 mm de diamétre et remplissage avec 50ul de suspension de
CFS précédemment lyophilisée, puis incubation de ces boites a 25°C pendant 72h.

L'effet antifongique a été déterminé en mesurant la zone d'inhibition autour des puits, si le
diamétre est supérieur a 7 mm, le test est considéré comme positif.
3. Détermination des MIC et MFC :

- 100 pl de PDB contenant les CFS lyophilisés a des concentrations croissantes ont été
ajoutés aux 96 puits de la microplaque stérile.

- Ajout de 100 pl de milieu PDB contenant 5x10° de spores dans chaque puits, incubation
de la microplaque a 25°C pendant 3 jours.

- Le MIC a été défini dans les puits qui présentent une trés faible ou inexistante croissance
fongique visible.

- Le CFS a été déterminé apres prélevement de 10 pl de la concentration correspondant a
la MIC et des concentrations supérieures dont la croissance est innexistante.

4. FEtude de la biopréservation dans les grains et épis de mais par L. plantarumCECT 749 :

- Pulvérisation de 10 ml de CFS sur 50 g de grains de mais puis séchage dans un
incubateur a 50°C pendant 30 min avant inoculation avec Iml de suspension d’A4. flavus
ISPA 8111 4 raison de 10° spores/g.

Un groupe témoin a subit les mémes étapes en remplagant le CFS par 10ml d’eau stérile.
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- Pulvérisation de 6 ml de CFS sur 200 g d’épis de mais a raison de 1.6 CFS lyophilisé/g
de mais puis contamination avec Iml de suspension de F. verticillioides CECT 2982 a
une concentration de 10° spores/g et séchage dans un incubateur & 105°C pendant 24h.

La valeur MC a été mesurée avec des méthodes gravimétriques.

e Résultat

Les résultats de I’activité antifongique des surnageants de la souche Lactobacillus
plantarum cultivée sur un milieu PDA (voir annexe 01, tableau 01) exercent plus ou moins un
effet antifongique. Cependant, L. plantarumCECT 748 et L. plantarumCECT 749 semblent les
seuls a avoir une activité antifongique contre toutes les souches de Fusarium et Aspergillus. L.
plantarumCECT 749 reste la meilleure souche révélant les plus faiblesconcentrations inhibitrices
et fongicides minimales contre toutes les souches, notamment pour 4. flavusISPA 8111 avec
uneMIC de 62g de CSF/I et une MFC de 125g de CFS/I (voir annexe 01, tableau 02), ce qui
suggere son éventuelle utilisation comme moyen de lutte antifongique. Par ailleurs, les résultats
de cette étude montrent que les souchesFusarium semblent étre plus sensibles a ’effet du
surnageant que les souchesAspergillus.

La durée de vie des deux échantillons pulvérisés avec le CFS a été prolongée de 8 jours
dans les grains de mais contaminés par A. flavus et de 2 jours dans les épis de mais contaminés
par F. verticillioide(voir annexe 01, tableau 03). Cette différence de retard est due probablement
au MC,avec des pourcentages de 18% et de 20% dans les grains et €pis de mais respectivement.
De plus, la pulvérisationavant contamination réduit la teneur en AFB1de 99.7% en 25 jours et de
90.6% pour la FBI en 7 jours. L’effet inhibiteur du CFS diminue au fil des jours et devient
97.5% au 40°™ jour pour I’AFBI et 73.7% au 15°™ jour pour la FB1.Cette diminution de I’effet
antifongique est peut-étredue au retard de la croissance fongique et par conséquent du début du

métabolisme secondaire.
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IV.3.Article 03 : Microflore des grains de café Robusta post-récolté :
Lactobacillus plantarum sp. en tant que potentiel antagoniste d'Aspergillus
carbonarius.
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confirm the results.

Coffee contamination by ochratoxigenic fungi affects both coffee quality as well as coffee price with
harmful consequences on the economy of the coffee exporting countries for whom which is their mam
source of income. Fungal strains were isolated from coffee beans and identified as black Aspergilli.
Dchratoxigenic moulds like Aspergillus carbongrius were screened and selected for detailed studies. Also
lactic acid bacteria {LAB) were isolated from silage coffee pulp and their antifungal activity was tested on
dual-culture agar plate. Ten of the isolated LAB demonstrated antifungal effect against A. carbonarius. AP
50 CH and APIZYM were used to perform phenatypic identification. 165 rDNA sequencing was made to

i@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Food-borne fungi, both yeasts and moulds, cause serious prob-
lems during food storage. Moulds may produce mycotoxins, e.g.
aflatoxins, trichothecenes, fumonisin, ochratoxin A and patulin [1]
According to statistic 5—10% of the world food production is lost due
to fungal deterioration [2]. For that reason, several techniques are
being used for the preservation of food and feeds: drying, freeze-
drying. cold storage, modified atmosphere storage. and heat treat-
ments [3]. Several chemical additives are being used as preservatives
even though the exact mechanisms of their action are not known.
For instance benzoic acid and sodium benzoate are used primarily as
antifungal agents. The natamycin, produced by Streptomyces nata-
lensis, is effective against yeasts and moulds and a common pres-
ervative on hard cheese surfaces [4]. An increasing number of
microbial species is becoming resistant to antibiotics. Furthermore,
yeasts and moulds are becoming resistant to preservatives such as

* Corresponding author. Tel: +33 491289103; fax: +33 491288668,
E-mail addresses: olgitha@yahoofr (0. Djossou) gmrsixanum.uammx
({G. Rodriguez-Serrann}, s roussos@univ-cezanne fr (5. Roussos)

1075-99645 — see front marter & 2011 Ekevier Lrd. All rights reserved.
dol: 10101 6f).anaerobe 200 103006

sorbic and benzoic acid, as well as to chemical treatment with
cleaning compounds |5]. There exists a great risk that the resistant
phenomenon will increase in future due to more frequent use of
antibiotics and preservatives |6). Filamentous moulds are common
spoilage organisms of coffee cherries and grains during both post-
harvest reatment and storage |7). Fungal toxins (poly-peptides)
produced are themmostable and consistently remain in roasted
coffee. Both unroasted and roasted coffee may contain ochratoxin A
(OTA), and in a lesser amount aflatoxin, which are produced by
Aspergillus sp. [2]. OTA is usually produced during the growth phase
under certain environmental conditions by Aspergillus ochroceus,
Aspergillus carbonarius and some strains of Aspergillus niger. The
presence of this toxin requires the prior presence of a significant
amount of OTA-producing fungal biomass [9]. Therefore inhibiting
fumgal growth can prevent OTA production in coffee. In another
point of view, it appears cheaper and easier to prevent fungal growth
on a raw material than trying to degrade OTA in food or product.
Also, consumer demands on minimally processed foods and reduced
use of chemical preservatives have stimulated research on biological
(green) preservation methods. Antagonist microorganisms or their
metabolic products can inhibit or destroy undesired microorgan=
isms in food and agricultural products particularly mycotoxinogenic
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e Résumé
Cet article traite le potentiel antifongique des bactéries lactiques isolées a partir de la pulpe
du café d’ensilage identifiées phénotypiquement par test API 50 CH et APIZYM, et
génotypiquement par séquengage de I'ARNr 16S, contre deux souches ochratoxinogénes
Aspergillus carbonarius (souches Ac 162 et Ac 164) isolées a partir des grains de café, en

suivant la méthode de superposition.

e Méthode suivie

1. Sélection des meilleures souches productrices d’OTA :

Deux cent dix-huit souches fongiques ont été isolées du café et cultivées sur milieu PDA,
puis ont subi une identification phénotypique en les comparant a des souches de référence.

Les champignons producteurs d'OTA ont été cultivés sur milieu CYA, ensuite la concentration
d'OTA a ¢été quantifie¢e par HPLC. Seulement deux souches d'A. carbonarius ont été
retenues(souches Ac 162 etAc 164).

2. Isolement et sélection préliminaire des bactéries lactiques :

Un échantillon de 1 g de café a été prélevé et mis en suspension dans 9 ml de bouillon

MRS, ensuite incubé a 30°C pendant 24 h.

Des dilutions au dixiéme de cette culture ont été préparées et 0,1 ml de chaque dilution a été
étalée sur des plaques d'agar MRS. Apres incubation en aérobie a 30°C pendant 48 h, les cultures
bactériennes ont €té purifiées par transfert sur gélose MRS en les étalant en stries.

Une sélection au hasard de ces LAB a été faite. Ces dernieres ont été conservées dans un
bouillon MRS a 4°C a des fins de caractérisation.

Les souches précédemment sélectionnées ont été conservées a -20°C dans un bouillon MRS avec
20% de glycérol pour les expériences ultérieures.

3. Test antifongique (méthode de superposition) :

- Des plaques de gélose MRS ont été incubées pendant une nuit a 30°C, puis inoculées avec
Sml des suspensions de LAB  précédemment cultivées dans un bouillon MRS,
puisincubation des plaques pendant 24 h a 30°C dans des conditions aérobies.

- Les plaques contenant des colonies LAB bien développées furent recouvertes de 10 ml de
milieu CYA (0,8% d'agar) ayant un nombre de 10* spores/ml provenant d'd. carbonarius
(souches Ac 162 et Ac 164) capable de produire prés de 10 mg d'OTA par gramme de
PDA.

- Les plaques de co-culture seront incubées a 25°C.

e Résultat
Il s’avere que pratiquement toutes les souches LAB isolées malgré leurs différents
métabolismes, ont eu un effet antifongique prouvé par le diamétre d’inhibition (totale : zone

claire + diffusion ; partiel : zone claire + croissance apparente de mycélium ; pas d'inhibition :
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pas de zone claire). Ces niveaux d’inhibition sont dus a ’effet des différentes bactéries envers

différentes physiologies de champignons.

d:total inhibition of b: total inhibition of C: no inhibition of
LabCP157242 against Ac 162 LabCP2023] against Ac 162 LabCP28721 against Ac 162

Figure 14: Types d'inhibition contre 4. carbonarius apres trois jours

Selon les tests API CH50, et APIZYM concernant la production des enzymes toutes les
souches sont similaires a L. plantarum, méme si la concentration des enzymes est différente, ce
qui s’est expliqué par la présence de 2 groupes distincts de L. plantarum.Cette proposition a été
encore confirmée apres test PCR. De ce fait on conclut que la souche L. plantarum a un réel effet

antifongique et pourait etre utilisé dans la bioconservation.
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IV.4. Article 04 : Elimination de 1'Ochratoxine A par les bactéries lactiques du

vin in vitro
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In Vitro Removal of Ochratoxin A by Wine Lactic Acid Bacteria
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ABSTRACT

A study was carned out oo determise the in vitre interaction herween ochrmoxin A (OTA) and wine laotic acid haciens
{LABL Fifteen smaiss belongisg in five relevant penological LAY specses were grown in ligeid systhesic caliore madinm
comtaning OTA. The pomion of OTA removed during the bacierial growih was & w 2%, The OTA removed frem the
supermaianis wis pariialy recoversd (21 io 37%) from the bacterial pellet. Cell-free extracs of theee representative sirains
were produced by disupsng cells in o French pressure cell. The ability of crode cell-free exiracts to degrade OTA was siudied.
OTA was nol degraded by cell-free exmacts of wime LAB stnins, and no degradation producis of OTA were detecied in the
high-performance ligesd cheomatograms of the metbanol exiract of the bacterial pellet. On the basis of thess resshis, we
comchade that OTA removal by wine LAB is & cell-binding phenomencn. The dhemisiry and the moleoular basis of OTA

hindizg w0 wine LAB remaing unknown.

Mycoloxins are loxic metaboliles produced by filamem-
fous fungi, and these toxins have been detecied in several
food commodities. Ochratoxin A (OTA) is 2 mycoloxin
prochced primarily by species of Aspergillus and Penicils
lium. OTA has been widely detected in vanious vegetable
proclscts, such as cereals, green coffee, spices, cocoa, and
heverages such ax beer, coffee, and wine (19, 76, 35, 4/,
d3, 45 The presence of OTA in grape juices and wines
was reporied for the first time in 1995 by Limmerli and
Dick {50). Later surveys were camied ool o evalmie the
concenirations of TA in grape pices and wines in Europe
and South Africa. OTA has been found m wine up 1o 7.0
jefliter and higher concenirations have been found in red
wine prowiuced in Europe and South Africa (4, 7, 33, 35,
39 421 The oocumence of OTA in wme is linked 1o the
presence of molds on grapes. Some ressarchers have re-
poried that Aspergillies carbonamus & lhe most important
OTAsprodiucing lungal species im grapes {1, 261

OTA is suspecied 1o be nephroloic, teralogenic. heps
atotoxic, and carcimogemic (25 amd has been detected in
hmman blood after the consumption of contmirted foods
{321 To protect consumer bealth from the nsk of exposure
o this mycoloxin, reliable methods o reduce OTA levels
ame haghly desirable. In the vineyand, the use of pesticides
on vines, the time and conditions {relative humidity and
femperature) of grape harvest, and drying amd handling
conditions for different sorts of cultivars can influenoe Ase
pergiltus growth and the accumubation of OTA (26, 30). By
clucidating the mycohiola of grapes. mycoloxin hazands cin
he predicied and the appropriate conirel measures imples
ment, such 2= hazand analysis critical control poisl pros
grams (81 Several studies bave focused on the reduction of

" Awber for corecspomlence. Tel: 30 41 433818; Faxz +39 0141
436520, E-muil: & pantamoring @ ol g

OTA m musts and wimes in the winery, amnd decontaminas
tiom procedures besed on physical, chemical, or biological
remival have been proposed (10, [5, 20 211 Hiological
removal of OTA by microorganisms bas been observed in
milk and grape puices (5, 0L Different mechanisms of my=
ootonin removal by microorganisms, such 2 degradation
{23, 28, 44, 47} or adsorplion (5, 18}, have been reporied.

Dwring grape must fermentation, OTA coscentration
decreased as a result of the action of yeast, depending on
the yeast strain mvolved (/L The microbial ecology of
wine fermentabion is more complex than that of alcoholic
fermentation, often involving mabolactic fermentabion, i.e.,
the conversion of L-malic acid (one of the principal arganic
acids in wine) 1o the =ofier monocarhoxylic Ldactic acid by
the action of lactic acid baciena (LAB). (erocacous oeni
was identified 2= the principal organism mvebved in the
process, but different species of LAB, such ax species of
Lactobactllus amd Pediococcus, have been 1sobied from
wine {3, {6

Became biolrgical decontamination of mycoloxins use
img microorganisms & one of the wellbknow strategies for
the management of mycooxins in foods, the aim of this
work was o assess the efBeiency of removal of OTA from
laboratory medivm by different oenological LAB sirains
and 1o examane the OTA removal mechamsm, either ade
sorplion: or degradation.

MATERIALS AND METHUDS

Materisle. OTA siandand with o knows analyticsl comcen-
traison of 30 pp/mld was purchased from Sepelco (Bellefonie, Pa.L
Thie resgaired organic compounds: fuliragradient high-pressane lig-
uid chrommography [HPLC] grade and HPLC gradiest grade)
were purchased from J. T. Baker (Deventer, The Metherlands), aed
inorgamic (reagent grade) compounds were parchased from Merck
{Darmstadt, Germany) and Sigma Chemical Co (Poole, Dorset,
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e Résumé

L’objectif de cette étude est d’évaluer D’effet antifongique des bactéries lactiques
cenologiques sur I’OTA in vitro et la distinction du mécanisme de son élimination. Plusieurs
especes de LAB cenologiques ont été utilisées notamment celles appartenant aux especes,

plantarum, brevis,oeni, mesenteroides et acidilactici.

e Méthode suivie
1. Préparation des souches cenologiques :

Culture des souches d'O. oeni sur un milieu MLO complété avec 10% de jus de tomate.
Les autres LAB testées ont été cultivées en milieu basal. Toutes les bactéries ont été incubées a
30°C.

2. Test d’adsorption de I’OTA par les LAB :
2.1.Préparation de la solution mere d’OTA :

L’OTA appartenant a la souche Aspergillus ochraceus a été dissoute dans du méthanol a
raison de 1g/ml puis diluée dans une solution tampon phosphate a 50 mM de pH 6.5 pour
atteindre une concentration finale de 5g/ml.

2.2. Ensemencement des LAB :

En conditions aérobies les souches LAB ont été ensemencées dans 400 ml de milieu MLO
contenant la solution meére d’OTA (5g/l) et incubées a 30°C jusqu’a une phase de croissance
exponentielle, puis, divisées en deux aliquotes; Le premier a subit une centrifugation afin de
récupérer le surnageant exempt de cellules (40ml) et le culot bactérien séparément. Le deuxieme
aliquote a été traité de la méme maniere mais les bactéries en culot ont été lavées 3 fois dans 200
ml de tampon phosphate avant I’analyse.

Les surnageant et les bactéries en culot ont été maintenus a -70° C jusqu'a l'analyse pour I'OTA.
2.3. Etude du mécanisme d’¢élimination de I’OTA :
- Culture de trois souches de LAB en condition aérobie dans 800ml de milieu MLO basale
contenant Sug/l d’OTA et incubation a 30°C
- Récupération des cellules par centrifugation et lavage trois fois avec 800ml de solution
tampon de phosphate (50mM, pH 6.5).
- Les cellules ont ensuite été¢ remises en suspension dans 40ml dans le méme tampon puis
désintégrées dans une presse
- Centrifugation de la suspension désintégrée a 12000 xg pendant 20min a 4°C.
- Récupération du surnageant puis filtration. Un volume de 20ml a été récupéré puis incubé
pendant 48h a 30°C avec une concentration initiale de Sug/l d’OTA.
2.3.Analyse de ’OTA :
La concentration en OTA dans les surnageants et solutions de lavage des culots bactériens a été
déterminée en utilisant une méthode qui consiste en un nettoyage initial des échantillons avec

une colonne d'immunoaffinité suivie d'une analyse HPLC.

39



Chapitre IV : Etat de I’art sur le biocontrole des mycotoxines

Les culots bactériens ont été remis en suspension deux fois dans 2 ml de méthanol pendant 1h
pour extraire I'OTA puis centrifugés a 3000 xg pendant 15min a 20°C, les surnageants
méthanoliques ont été séparés, recueillis dans des flacons de 5Sml et évaporés a sec avec de
l'azote. Les résidus secs ont été reconstitués avec la phase mobile au moment de l'analyse

chromatographique pour déterminer la concentration d'OTA.

e Résultat

Initialement, deux souches LAB (O. oeni ISE 5001 etL. Brevis ISE 5197) ont été cultivées

dans un milieu de culture synthétique liquide MLO en additionnant de 'OTA pour étudier leur
effet sur cette mycotoxine. La concentration en OTA a été mesurée a différents stades
d’incubation.
Les résultats montrent une diminution de la concentration d'OTA dans le surnageant des cultures
par rapport a la densité optique (DO) a 600 nm, et montrent une corrélation négative entre la
concentration de I’OTA et la biomasse bactérienne.Les résultats de cette expérience ont permis
aux expérimentateurs d’étendre leur étude et de lancer une culture de plusieurs autres espéces de
LAB cenologiques en présence d’OTA.

Les résultats (voir annexe 02, tableau 01) montrent une réduction de I’OTA variant entre
8.23% et 28.09% et de 17,35 a 28,09% pour des souches de LAB cenologiques commerciales
dans le milieu de cultures. Ceci suggere donc que ces concentrations varient en fonction des
souches utilisées.

Concernant D’expérience menée ayant pour but la détermination du mécanisme
d’élimination de I’OTA, trois souches ont été exploitéesO. oeni RM11, L. plantarum CECT
748T, et L. brevis RM273. La concentration des protéines extraites du surnageant des cellules
LAB désintégrées a été ajustée a une concentration égale pour les trois souches puis incubées
pendant 48h avec de I’OTA. Les concentrations d’OTA mesurées a ty et tsgp, sont les mémes
indiquant que les protéines de ces trois bactéries ne sont pas impliquées dans la dégradation de
I’OTA. De ce fait le mécanisme de dégradation a été écarté.

A partir des expériences précédentes la diminution de I’OTA pourrait s’expliquer par un
mécanisme d’adsorption. L’extraction de I’OTA faite avec du méthanol ainsi qu’avec un tampon
de lavage a donné les mémes proportions ce qui explique qu’une partie de ’OTA est faiblement
lié aux bactéries, etque la partie restante présente une forte liaison avec les LAB.

Les résultats de la présente étude, suggerent la participation des peptidoglycanes et des
polysaccharides dans la liaison aux toxines. Haskard et al. (2000) ont étudié¢ le mécanisme de
liaison entre les aflatoxines et Lactobacillus rhamnoseus et ont conclut que cette liaison se
produit principalement avec les glucides et avec certaines protéines de la paroi cellulaire. Ils ont
¢galement mis en évidence le role majeur des interactions hydrophobes dans la liaison et ont
constaté que les interactions électrostatiques ne jouent qu’un réle mineur dans cette liaison.
L’OTA liée aux bactéries ne peut étre retirée enticrement apres les lavages suggérant une forte
liaison de la portion non retirée. En plus du mécanisme d’adhésion, Piotrowska et Zakowska

(2005) suggéerent que des mécanises inconnus pourraient étre aussi impliqués.
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Les mycotoxines constituent un important probléme de régulation internationale a cause de leurs
effets toxiques et cancérigene a 1I’égard de I’homme et de 1’animal, en plus des pertes
économiques importantes qui ont €té enregistrées. Selon 1’organisation mondiale de la santé,
pres de 25% des denrées alimentaires sont éliminé chaque année suite a leur contamination par

les mycotoxines.

Afin de pallier a ce probleme, différentes méthodes de préventions physiques et chimiques
ont été ¢laborées mais leur utilisation est remise en question suite a la conscience des risques
qu'ils générent pour l'environnement et la sant¢ humaine (Haidar et al., 2016). La production
d’une alimentation de qualité demeure un défi majeur, et il devient évident que ce but ne saurait
étre atteint sans le développement de moyens de lutte biologique respectant non seulement la

nature, mais aussi la santé humaine et animale.

Dans ce contexte, les différents travaux de recherches consultés mentionnent 1’utilisation
de bactéries lactiques comme alternative potentielle aux fongicides toxiques et aux procédés
physiques et chimiques. Les bactéries lactiques étant considérées comme non pathogeénes sont
consommeées quotidiennement et en grande quantité par des populations trés importantes. Dans
les yaourts, par exemple, on trouve deux especes de bactéries lactiques « probiotiques »
(Lactobacillus bulgaricus et Streptococcus thermophilus) ainsi que dans la fabrication des vins
d’ensilage, pain ...etc. En plus de leur action bénéfique sur la santé , les LAB ont une action
déterminante sur les qualités organoleptiques des produits fermentés (texture et ardme par
exemple) et trouvent un regain d’intérét auprés des scientifiques montrant des résultats
concluants prouvant leurs efficacités comme agent de lutte biologique, notamment par
I’augmentation de la durée de conservation dans les aliments comme le démontrent (Nazareth
TM et al., 2019) ou I’augmentation de la durée de conservation des grains et épis de mais par
I’utilisation du CFS des souches L.platarum contre Aspergillus et Fusarium a été prouvée en
identifiant des acides phénoliques en plus des composés protéiques, peptidiques et d’autres
acides ayant des effets antifongiques . Dans une autre étude élaborée par (S. Abbaszadeh et al.,
2015), les suspension bactériennes de L.acidophilus, L. rhamnosus, L. casei, L. paracasei et
Bifidobacterium bifidum semblent étre plus efficaces que leurs CFS , suggérant le phénomene de
compétion pour les nutriments et la présence d’autres ¢léments antifongiques. En plus deces
deux derniers phénomenes, (Del Prete et al., 2007) démontrent 1’importance du mécanisme
d’adsorption de L’OTA aux cellules bactériennes grace aux peptidoglycanes et polysaccharides

de la paroi bactérienne.

Sur la base des données bibliographiques disponibles, il s’aveére que les bactéries lactiques
sont un réel outil pour contrer le développement des souches mycotoxiques. Les bactéries
lactiques, selon les souches, peuvent produire de nombreux autres métabolites comme 1’acide
lactique, 1’acide acétique, I’acide formique, le peroxyde d'hydrogene (H,0,), le dioxyde de

carbone (CO,), la reutérine et le diacétyle. Ces métabolites jouent un role dans la compétitivité
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des bactéries lactiques, en perturbant ou en inhibant la croissance des autres microorganismes
vivant dans les mémes €cosystémes. L’effet inhibiteur des bactéries lactiques par les différentes
substances produites est un mécanisme complexe, et la plupart des études, n’ont pu caractériser
que partiellement ces substances, ce qui laisse place a d’autres études, afin de comprendre le

mécanisme de production et le mode d’action des composés inhibiteurs.

Cependant, I’application des bactéries lactiques comme agent antifongique se heurte a
certains obstacles, Premi¢rement, les LAB sont des organismes exigeants du point de vu
nutritionnelet physiologiques ; dans certains cas il est difficile de réunir toutes ces exigences en
méme temps , deuxiemement , malgré leur classification parmi les organismes non pathogenes, il
est a noter que quelques membres du genre Streptococcus et Enterococcus ainsi que d’autres

bactéries lactiques sont considérées comme pathogeénes opportunistes.

Il est aussi important de prendre en considération le choix de la souche a utiliser et les
conditions de son utilisation, car comme le montre I’étude de Del Prete et al.(2007),une
diminution d’OTA par les LAB est en fonction de la souche utilisée. Il est clair que certaines
especes sont plus efficaces que d’autres contre le méme agent pathogéne. L’utilisation des LAB
pour le biocontrole peut se faire de deux maniéres différentes : Pulvérisation de leur CFS ou
utilisation des cellules complétes fournissant aussi des résultats différents; avec des
pourcentages d’inhibition fongique variables en fonction de la technique utilisée (S. Abbaszadeh
et al., 2015).

Enfin, il y’a I’enjeu technologique pour les pays moins développés ainsi que l'acceptabilité
par les consommateurs de nouveaux aliments fonctionnels influencée par la culture, I'éthique ou
la religion. On espere que lorsque certains de ces obstacles seront surmontés, davantage

d'applications biotechnologiques devraient étre a 1'horizon.

Aujourd’hui, il est nécessaire de réaliser davantage d'études sur les propriétés
antifongiques des LAB et sur leur mode d’action, ce qui permettra de mieux comprendre les
nouvelles compétences de manipulation et leur applicabilité dans les secteurs de la nutrition et de

la santé.

Des découvertes intéressantes sur le mode d’action des LAB peuvent-elles donner de nouvelles
perspectives sur leur utilisation possible dans le biocontrdle ? D'autres études invivo émergeront-
elles, montrant des corrélations plus directes entre les composés synthétisés par les LAB et leur
suppression de l'apparition de mycotoxines ou méme des champignons toxinogenes
pathologiques prédisposant? Nous espérons que 1’avenir le plus proche répondra a ces questions
et a bien d’autres car de telles études pourraient dévoiler de nouveaux mécanismes d’action, de
nouvelles molécules antifongiques et une meilleure compréhension des facteurs affectant leur
production. En fin, les bactéries lactiques montrent une réelle possibilité d’application pour la

biopréservation, il serait intéressant d’élargir la gamme des aliments a décontaminer.
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Annexe 01

Table 01 : Activité antifongique évaluée en milieu solide de gélose dextrose de pomme de terre
(PDA) et traitée avec Lactobacillus plantarum sans cellule surnageant (CFS) a 250 g/I contre les
champignons toxinogenes d'dspergillus et de Fusarium. L'activité antifongique a été exprimée
comme suit: (+) signifie 8 mm de zone d'inhibition entre le puits et la croissance fongique, (+ +)
signifie 8—10 mm de zone d'inhibition entre le puits et la croissance fongique, (+ + +) signifie>
10 mm de zone d'inhibition entre le puits et la croissance fongique

L. plantarum
Souches fongiques CECT CECT CECT CECT CECT CECT CECT
220 221 223 224 748 749 750

F. graminearum ITEM + + + + + -+ +
126
F. graminearum ITEM + + + + + + +
6415
F. cerealis CECT 20488 + + + + + + +
F. cerealis CECT 20489 + + + ++ + + +
F. verticilliodes CECT + + + + ++ +++ +
20926
F. verticilliodes CECT ++ + ++ + ++ +++ ++
2152
F. verticilliodes CECT ++ ++ ++ + ++ +++ +
2982
F. mesoamericanum + + + + + n +
CECT 20490
F. poae CECT 20165 + + + + + + +

A. Flavus CECT + + + + + ++ +

8111

A. parasiticus CECT - - - - + + -
2681

A. Niger CECT 2088 - + - - + + n
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Tableau 02 : Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration minimale fongicide
(MFC) exprimé en g/L de surnageant acellulaires (CFS) de Lactobacillus plantarum contre les
souches d‘Aspergillus et de Fusarium.(nd = non detected)

L. plantarum

Souches fongiques CECT CECT CECT CECT CECT CECT CECT
220 221 223 224 748 749 750

MI |\MF MI |MF {MI |[MF |MI ([MF |MI (MF |MI |[MF |MI |MF

C C C C C C C C C C C C Cc |C

F. graminearum 8 | 8 [ 8 |16 8 [16]8 168 [ 8 |8 ] 16]|8]16
ITEM 126

F. graminearum 8 |16 | 8 |13 [ 8 [13] 8] 13]4 16 | 4| 16] 4716
ITEM 6415

F. cerealis CECT 8 | 16 [8 31 8 [ 6] 8 [ 16| 8] 8 | 8] 16]|8]16
20488

F. cerealis CECT 8 | 16 [ 16 |16 |16 |31 | 4 [ 16 | 4 | 16| 4| 16 | 4 |31
20489

F. verticilliodes CECT| 16 | 31 [ 16 [ 31 [ 16 | 31 [ 16 | 31 | 8 | 16 [ 8 | 31 [ 16| 31
20926

F. verticilliodes CECT| 4 | 31 | 4 [ 31 ] 4 |31 |4 31 [ 4 [ 31 4|31 ]4]31
2152

F. verticilliodes CECT| 16 | 31 | 16 | 31 [16 [ 31 [ 16 | 31 | 16 | 31 [ 16 | 31 | 16 | 31
2982

F. mesoamericanum 8 |16 | 8 [ 31| 8 [16| 8 |16 8 |16] 8] 16 ] 8]16
CECT 20490

F poae CECT 20165 16 31 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16 8 16

B. Flavus CECT|250| nd [250 | nd [ 250 | nd [250 | nd | 125 ] 250 | 62 | 125 [250| nd
8111

A.parasiticus CECT nd nd nd nd nd nd | nd nd | 250 | nd | 125 250 [250| nd
2681

B. Niger CECT | nd nd | 250 | nd nd nd nd nd | 250 | nd [250 | nd |[250| nd
2088
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Tableau 03 : Evaluation de la croissance fongique dans les grains de mais contaminés par

Aspergillus flavusITEM 8111 et dans les épis de mais contaminés par Fusarium

verticillioidesCECT 2982 pendant le stockage. La croissance fongiques exprimée par (+) et

I'absence de croissance fongique par (-).

A. Flavus ITEM 8111

F. verticillioides CECT 2882

Echantillon Jours Jours

7 15 40 |0 5 7 15
Controle + + + - + + +
CSF - + + - i + T
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Table 01: Réduction de I’Ochratoxine A dans des milieux de culture inoculé avec différentes

bactéries lactiques.

Annexe 02

Milieu de culture, OTA concentration OTA
souches de LAB (g/h)b réduction (%)
BM
Controle 4.62 (0.05)
L.brevis RM273 419(0.19) 931
L.brevis CECT4669 4.02(0.45) 12.99
L.brevis CECT4121 4.00/(0.06) 13.42
L.plantarum CECT748 4.22 (0.06) 8.66
L.plantarum RM28 4.11(0.20) 11.04
L.plantarum RM35 4.24(0.13) 8.23
L.mesenteroides RM54 4.08 (0.09) 11.69
Pediococcus acidilactici 399 (0.11) 13.64
RMS86
MLO? + OT4 4.69 (0.03)
Contol 4.17 (0.36) 10.99
O. oeni RM8 4.10 (0.04) 12.48
O. oeni RM11 3.70 (0.06) 21.10
O. oeni RM21 3.37 (0.16) 28.09
O. oeni Uvaferm ALPHA 3.42 (0.17) 27.09
O. oeni Uvaterm MLD 3.41 (0.04) 27.22
O. oeni Viniflora OENOS 3.87(0.29) 17.35
O. oeni Viniflora CH35 3







