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Résumé :

L’exposition répétée a faible dose des mycotoxines induits des intoxications et des cancers, les moisissures
sécrétrices de mycotoxines pourrait étre trouvé dans plusieurs matrices alimentaires. L’objectif est de déterminé
la mycoflore toxinnogene dans le café vert, I’étude a démontré la présence des souches sécrétrices d’OTA et
AFB; dans les six variétés commercialisé dans la région de Laghouat notamment 1’Arabica (Brésilienne et
Ougandaise), et Robusta (Vietnamienne, Indonésienne, Ivoirienne et Indienne). L’identification des espéces
toxinogenes du genre Aspergillus est réaliser en suivant les méthodes d’isolement buvard et Ulster avec deux
sources de carbone différentes le glucose et le saccharose. La détection d’aflatoxines et ’ochratoxine est faite par
la technique CCM. L’analyse mycologique a montré que le genre Aspergillus est le plus dominant, suivie du
Rhizopus et Penicillium. Les espéces identifiées sont A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A. terreus, A. niger.
Mots clés: Mycotoxicoses, Ochratoxine A, Aflatoxine B, Café vert (Arabica et Robusta), Aspergillus,
Pinicilluim, CCM.

Abstract:

The repeat exposition in low dose of mycotoxins causes poising , intoxication and cancer , The mold that
produce mycotoxins are found in several food stuff , the research of toxicogenic microflora in green coffee beans
reveals the presence of OTA and AFB: , in several variety of green coffee Brazilian , Ugandan Arabica and
Vietnamian , Indian , Ivorian , Indonesian Robusta that are commercialized in LAGHOUAT, the identification of
mycotoxinogenicAspergilluswas done on different methods like the blotting and Ulster methods with two

different origins of carbon Glucose andsacharose the TLC method was used to detect the OTA and AFB1.

The most found genus is Aspergillus , the Rhizopus and finalyPenicilluim , the species found are : A.flavus,

A.parasiticus, A.ochraceus, A.terreus, A.niger.

Keywords: Mycotoxicos , Ochratoxine A , Aflatoxin B; , Green coffee Arabica and robusta, Aspergillus
,Penicillium , TLC .
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Introduction

Introduction :

Dés le moyen age, la premiére mycotoxicose décrite a été 1’ergotisme, provoqué par les
alcaloides de I’ergot de seigle. Dont I'agent causal Claviceps purpurea, qui est responsable de
I'élaboration de la mycotoxine. Les céréales sont les plus souvent contaminées par les

mycotoxines de Claviceps.

Mais, en fait, plusieurs études ont commencé a s’intéresser sérieusement aux produits
toxiques des moisissures qu’a partir de 1960, lorsque se produisit en Angleterre une épidémie,
dite maladie de la dinde (« Turkey X » disease) ; la découverte des aflatoxines s’ensuivit, ce
groupe de mycotoxines qui est le plus important, ayant fait I’objet des plus nombreuses
études. Depuis lors, les études concernant les aflatoxines et les autres toxines fongiques
notamment 1’ochratoxine, les sporidesmines, les rubratoxines et la zéaralénone a augmenté a
une vitesse vertigineuse. (IARC., 2002; Pfohl-Leszkowicz., 2000; Pfohl-Leszkowicz et
Castegnaro., 2002). D’autre études ont démontré que les aflatoxines présentent une menace

majeur vu son effet cancérogene (IARC., 1993).

Les maladies engendrées par les intoxications alimentaires ne cessent d’augmenter et
constituent un des problémes les plus répandus a 1’échelle internationale. La contamination
alimentaire est d’origine microbienne (champignons, moisissures et bactéries) parmi ces
moisissures il y’a ceux qui ont un pouvoir toxinogéne tels que les moisissures productrices de
métabolites secondaires (Bryden., 2012), parmi I’ensemble de ces métabolites le terme
« Mycotoxine » qui est réservé a ceux qui présentent un risque potentiel pour la santé

humaine et animale.

D’aprés I’OMS, 25% des denrées alimentaires seront contaminées par les mycotoxines
(Manon et Johnson., 1985), méme a 1’état de traces, les mycotoxines peuvent avoir des effets
néfastes sur la santé humaine et animale, provoquant des toxicités chroniques (effets
cancérogénes, mutagenes, tératogénes, néphrotoxiques, ostrogéniques, immunosuppresseurs)
liece a une ingestion répétee de faibles doses (Es kola., 2002; Bennet., 1987). Plusieurs
centaines de mycotoxines ont été identifiées mais heureusement seule une vingtaine causent

des mycotoxicoses. Parmi les mycotoxines les plus répandues I’Ochratoxine et 1’ Aflatoxine.

L’OTA est connu pour son effet néphrotoxique (Austwick et al., 1979; Plestina.,1992),
surtout apres 1’épidémie cause par cette mycotoxine en 1950 « la néphropathie endémique des

Balkans » vu les habitudes d’approvisionnement et de stockage de céréale pratiqué par la

1



Introduction

communauté de la région des Balkans, ces habitudes constituent un milieu favorable aux
développements des moisissures mycotoxinogeénes.

Le café représente la deuxiéeme marchandise la plus échanger apres le pétrole, les statistiques
montre que deux personnes sur trois en consomment, elles constituent la 2™ boisson la plus
consommeée apres 1’eau. Les plus gros consommateurs sont les Finlandais avec 13,8 kg par an.
En Algérie la consommation moyenne annuelle du café est de 4 kg/personne (Rodriguez J.,
2013) . Le café compte parmi les aliments facilement contaminés par les moisissures vues les
conditions de son stockage (humidité et chaleur élevé) qui favorise le développement des
moisissures. Ca nous mene a nous demander :

Est-ce que le café commercialisé en Algérie est contaminé par les moisissures ?

Est que cette flore fongique est mycotoxinogenes ?

Dans notre modeste travail, on s’intéresse a I’ochratoxines A et 1’aflatoxine B1 qui sont
principalement produites par les genres Penicillium et Aspergillus qui se développent sur un
tres grand nombre de produits alimentaires. Actuellement 1’Algérie n’a pas encore
marginalisé les teneurs maximales des OTA et AFB: dans le café contrairement aux
occidentaux qui ont fixé les teneurs a 5ug/kg. (CIRC., 2005)

Pour répondre a ces deux questions nous avons organisé notre travail en 2 parties :

La premiére partie est consacrée a une revue bibliographique divisée en deux chapitres, un sur
mycotoxines et santé qui consistera a présenter 1’aspect épidémiologique des mycotoxines et

[’autre sur le café.

La deuxiéme partie est consacrée au matériel et méthodes utilisées, la démarche globale
consiste a isoler et dénombrer les moisissures contaminants le café les principaux genres
potentiellement toxinogénes sont identifiées morphologiquement, la détection des
mycotoxines est ensuite réalise par la chromatographie sur couche mince. Et a la fin nous

présentons les principaux résultats et discussion.
Notre étude vise donc a :

» Evaluez la flore fongique contaminant les échantillons de café a analysées.
> Isoler, purifié, identifié et conservé les souches fongiques mycotoxinogéenes.

> Etudier le potentiel toxinogéne des souches isolées a partir du café.


https://books.google.dz/books?id=7-0eAQAAMAAJ&q=importation+caf%C3%A9+vert+algerie&dq=importation+caf%C3%A9+vert+algerie&hl=fr&sa=X&ved=0ahUKEwi8lc_yhvfSAhVKSRoKHZMuC88Q6AEIJTAD&authuser=1
https://books.google.dz/books?id=7-0eAQAAMAAJ&q=importation+caf%C3%A9+vert+algerie&dq=importation+caf%C3%A9+vert+algerie&hl=fr&sa=X&ved=0ahUKEwi8lc_yhvfSAhVKSRoKHZMuC88Q6AEIJTAD&authuser=1
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I. Les mycotoxines :

Les mycotoxines sont un grand groupe de métabolites secondaires provenant de diverses
moisissures appartenant aux genres Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps
(Bryden., 2012). Parmi les métabolites secondaires, le terme « mycotoxines » est réservé a
ceux qui présentent un risque potentiel pour la santé chez I’Homme et ’animal, aussi ils
entrainent d'énormes pertes économiques annuelles, y compris la perte des cultures fourragéres
et des aliments de bétail (Mohamed., 2011). Actuellement, ils sont recensés entre 300 et 400
mycotoxines parmi elles une trentaine sont assez courante et produites a des taux suffisamment
élevé pour avoir des conséquences sur la santé humaine. Les mycotoxines couramment
retrouvées dans les aliments sont les aflatoxines (AF), la zearalénone (ZEA) et le
désoxynivalénol (DON), les fumonisines, les trichotéceénes, la citrinine et la patuline. (Miazzo
et al., 2000; Oueslati et al., 2012).

La contamination par les mycotoxines est trés répandue dans les aliments d'origine végétale, les
céréales, le café, le cacao, les fruits, les noisettes, les amandes, les graines, le fourrage et les
autres aliments ou aliments destinés a la consommation humaine ou animal (Guan et al., 2011,
Wu et al., 2015). La prolifération des moisissures et la production de mycotoxines peuvent se
produire sur le champ et / ou pendant le stockage, dans des conditions de températures et

d'’humidité appropriées (Bryden., 2012).
I.1. Propriétés de mycotoxines :

(i) Composés de faibles poids moléculaires non volatils a température ambiante ;
(i) Des métabolites secondaires produits par les moisissures ;
(ili)  Qui peut causer une maladie ou la mort d’un étre humain ou un animal a de

petites concentrations (Bennett et Klich., 2003).
1.2. Les facteurs influencent la production des mycotoxines :

La production des mycotoxines est un processus complexe qui n’est pas entieérement

élucide il dépend de plusieurs facteurs (Brocard G et le Bacle C ., 2009) :
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1.2.1. Facteurs intrinséques :
I.2.1.a. Patrimoine génétique :

Le potentiel génétique est un facteur important. Au sein du méme genre, on peut distinguer des
especes connues pour étre toxinogenes et d’autres non. Au sein d’une méme espéce toxinogene,

la capacité de production n’est pas présente chez toutes les souches. (Mitchell et al., 2004)
1.2.2. Facteurs extrinséques :

La sécrétion, la quantité sécrétée et le type de mycotoxine dépendent d’une interaction
complexe et pas totalement comprise de plusieurs facteurs qui incluent la température, 1’activité
de I’eau Aw, la nature du substrat et le pH, et I’atmosphére gazeuse. (Pfohl-Leszkowicz A.,
1999).

1.2.2.a. La Température :

La température optimale pour 1’¢laboration de mycotoxines est généralement proche de la
température optimale de croissance, mais, le plus souvent, Iégerement inférieure (Le Bars,
1990). L’aflatoxinogénése est favorisée par des températures comprises entre (25-37) C°

(Guiraud., 1988). Alors que celle des ochratoxines est optimale a 28 C°, mais réduite a 15 C°,
1.2.2.b. La nature de substrat et pH :

Les aflatoxines affectent beaucoup plus les graines oléagineuses particuliérement 1’arachide,
leur biogenése repose sur ordre d’importance sur les glucides, les lipides, et les protéines.

Elles sont favorisées par un pH compris entre 2-8. (Le Bars., 1990).
1.2.2.c. Activité de I’eau (Aw) :

L'Aw est un des principaux facteurs de production de mycotoxines particulierement dans les
produits faiblement hydratés. La toxinogénese a lieu dans des conditions d'Aw légerement
supérieures (+0,02) a I'Aw minimal pour la croissance. Au-dela de ce seuil, la toxinogénése
augmente de maniere exponentielle avec I'Aw si les autres conditions écologiques restent
constantes (Le Bars., 1984).

1.2.2.d. Atmosphére gazeuse:

Généralement la production des mycotoxines est plus sensible a la variation de composition

de I’air que la croissance fongique. Une concentration en oxygene inférieure a 1% et des
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concentrations élevées de CO, empéchent 1’élaboration de mycotoxines (Cairns-Fuller et al.,
2005; Keller et al., 1997).

I1. Les mycotoxicoses :

Les mycotoxicoses sont des maladies aigues ou chroniques causées par les mycotoxines. Les
caractéristiques cliniques, les organes cibles et les résultats dépendent des caractéristiques
toxiques intrinséques de la mycotoxine et de la quantité et de la durée de I'exposition, ainsi que
de I'état de santé de la personne exposée (Maja P., 2016).

La présence des mycotoxines dans les produits alimentaires est dangereuse, car leurs effets se
manifestent a long terme aprés le cumule de ces derniers dans le corps, seulement une vingtaine
de mycotoxines sont toxiques pour I’humain et I’animal a cause de leurs thermo stabilités qui
confier un pouvoir pathogéne tres élevé, provoguent de nombreuses maladies (Castegnaro.,
1995; Coker., 1997; Pfohl-Leszkowicz., 1999). Les cancérologues suspectent que des facteurs
alimentaires sont impliqués dans D’apparition des cancers (approximativement 35% des

cancers) (Hiraku et al, 1998).

Le centre international de la recherche sur le cancer (CIRC), en 1993, a répertorié 1’ochratoxine
A comme « potentiellement cancérogene pour I’homme » (groupe 2B) (Annexe 01). Depuis
2002, un reglement européen fixe les teneurs maximales admissibles (Tab. 01), Le circulaire
18/02/2010 du Ministére de la Santé francaise a fixé la valeur seuil de 8ppb sur le café vert

pour P’activité de surveillance.

Tableau 1: Teneurs maximales définies par le réglement (CIRC) No. 123/2005. Le taux

maximal des mycotoxines dans les denrées alimentaires.

Produit Teneurs maximale (ng/kg)
Grains de café torréfié et café torréfié moulu | 5

(réglement CE 1881/2006)

Café soluble (reglement CE 1881/2006) 10

produits derives de céreale 3

les raisins secs 10

vin et aux jus de raisins 2

les céréales brutes 5

Aliments infantiles 0.5
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I11. La néphropathie endémique des Balkans (NEB) :

La NEB a été découverte en 1950 dans un village a c6té de la riviére danub , puis dans la
Bulgarie (Tonevet al.,1956 ), Yugoslavie (Aranicki et al., 1961; Danilovi ., 1958; Pichler et
al., 1959) et la Romanie (Bruckner et al., 1965), maladie caractérisée par une tubulonéphrite,
une enzymurie et une déficience rénale (Radonic et Radosevic., 1992; Vukelic et al., 1992;
Pfohl-Leszkowicz et al., 2002; Pfohl-Leszkowicz et Manderville., 2007) .

Les malades atteints de la NEB présentaient a 1’age de 60 ans une Protéinurie tubulaire
(déficience de la réabsorption de protéines au niveau dutubule rénal), une filtration
glomérulaire réduite, ainsi qu’une faible capacité de concentration (Toncheva D, Dimitrov T.,
1996 ) une fibrose interstitielle avec atrophie tubulaire, et jusqu'a 50% des patients avaient une
tumeur urothéliale des reins (Stefanovic V., Djukanovic L., Cukuranovic R., 2011 ) plusieurs
chercheurs ont démontré que les tumeurs du tractus urinaire ( uretre , pelvis , et la vessie ) ont
une forte association avec cette néphropathie (risque cancérogéne) (Chernozemsky et al.,
1978; Cvoriscec et al., 1998; Djokic et al., 1999; Radovanovic et al., 1991; Stewart et al.,
2003; Stojanov et al., 1977; Stoyanov et al., 1978), la reproductibilité expérimentale des
effets néphrotiques et cancérogenes de I’OTA suspectés chez ’homme, a été observé chez le
rat, la souris, le poulet et le porc (Krogh., 1992 ; Krogh et al., 1979; Krogh et al., 1976;
Stoev et al., 2000).

V. Les différents types de mycotoxines :

Il existe de nombreuses mycotoxines produites par différentes moisissures contaminants les
produits alimentaires en général. Pour le cas des grains de café on rencontre essentiellement
I’Ochratoxine et les Aflatoxines (Castegnaroet Pfohl-Leszkowicz, 2002). Nous développerons

uniquement ces deux mycotoxines.
IV.1. L’ochratoxine :

Actuellement les mycotoxines qui ont été décrites sont les ochratoxines B, C, a,  mais ils sont
moins toxiques et beaucoup plus rares, et seuls I’ochratoxine A qui est le plus toxique, le plus
fréquent et le plus connu, et trés rarement ochratoxine B qui ont été retrouvées sur les produits
végétaux (G. Brocard et C. le Bacle., 2009).

1V.1.1. L'ochratoxine A :

L'OTA a été signalée dans le café en 1974 par Levi et co-auteurs (Levi, Trenk et Mohr.,

1974). Plus tard, une étude de Pfohl-Leszkowicz et de Manderville a montré que I'apport
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d'OTA dans le café n'est pas négligeable compte tenu De leurs propriétés cancérogenes (Pfohl-
Leszkowicz et Manderville., 2007).

L'ochratoxine A (OTA) est une mycotoxine produite par les moisissures principalement de
genres Aspergillus et Penicillium (Fernandez-Cruz M., Mansilla L., Tadeo L., 2010). En fait,
cette mycotoxine qui était décrite pour la premiere fois en 1965 (Ana Julia Benites et al.,
2016), et il pourrait étre trouvé comme un contaminant de plusieurs matrices alimentaires tels
que les céréales et ses dérivés, le café, les épices, noix, fruits secs, olives, raisins, viande, lait,

vin, biére, et cacao.

cacao fruitsec
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_\\\\§96 \ vian...

autres
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50%
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13%

Figure 1.1: Contribution de chaque denrée alimentaire dans I’exposition moyenne de la

population européenne a I’OTA (SCOOP task 3.2.7 ; Européen., 2002).
1V.1.2. Structure chimique :

L'ochratoxine A est constituée d'une fraction de dihydroisocoumarin dérivée de polyketide relié
a la phénylalanine par le groupe carboxy-12. A cause de sa structure chimique, La structure
chimique de ’OTA est montrée dans la figure 1.2. Elle s’agit de 7—carboxy-5-chloro—8-
hydroxy-3,4dihydro-3R-méthylisocoumarine-7-L-B-phénylalanine  (Vander M, Steyne,
Fourie, Scott, et Theron., 1965 ; Abarca, Accensi, Bragulat, Castella, et Cabafies., 2003).
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Figure 1.2 : Formule développé de I’ochratoxine A (Frantisek Malir et al., 2016).

IV.1.3. Propriétés physico-chimiques de I'ochratoxine A :

e L’OTA est un composé incolore et avec une structure cristalline de masse molaire 403,8
g/mole.

e L’OTA est soluble dans les solvants organiques polaires a pH acide ou neutre ainsi que
dans les solutions aqueuses alcalines, mais elle est faiblement soluble dans I’eau.

e Cristallisé dans le xyléne, ’OTA forme des cristaux qui émettent une fluorescence verte
(milieu acide) bleue (milieu alcalin) en lumiére UV; ces cristaux ont un point de fusion
de 169°C. (André el Khoury et Ali Atoui., 2010).

e Le point de fusion de ’OTA diminue a 90°C lorsqu’elle est cristallisée dans le benzéne.

e L’OTA est un acide organique faible ayant un pKa de 7,1, présentant deux groupements
ionisables: le groupement carboxyle de la phénylalanine (pKa 4,4) et le groupement
hydroxyle phénolique (pKa 7,3). (André el Khoury et Ali Atoui., 2010).

e [’OTA est thermostable il peut résister a 3 heures d’autoclavage a 121°C.
1V.1.4. Biosynthése de I’ochratoxine :

Actuellement la voie de biosyntheése de I’ochratoxine A comme la patuline n’a pas ¢été
completement élucidé, seulement une partie de sa biosynthése a été développé (Fig. 1.4),
d’aprés les recherches effectuées sur les especes Aspergillus ochraceus (Wang, L et al., 2015),
Aspergillus westerdijkiae (Bacha, N et al., 2009). Aspergillus carbonarius (Gallo, A et al.,
2014) et Penicillium verrucosum (Abbas, A et al., 2013) le cluster du géne de ’OTA (Fig. 1.3)
contient les pks (polyketide synthese et Nrpsnon-ribosomal peptide synthétase) (Karolewiez,
A; Bogs C.;Geisen R., 2005 ;Geisen R.,Schmidt-Heydt M., Karolewiez A., 2006) qui ont
une large collection d’enzymes qui code pour syntheése des polyketides qui sont nécessaires
dans la synthése des OTA (Gallo A, Ferrara M, Perrone G., 2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malir%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27384585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=el%20Khoury%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22069596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atoui%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22069596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=el%20Khoury%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22069596
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atoui%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22069596
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V. L’effet de ’ochratoxine A sur la santé :

Il a été déemontré que deux nouvelles especes, Aspergillus westerdijkiae et Aspergillus steynii,
produisent I’OTA plus que Aspergillus ochraceus (J.gil-sema et al., 2011). OTA est retrouve
plus souvent dans le sang des individus ayant consommé des aliments contaminés par cette
derniére (Sangare-Tigori et al., 2006) .

L’OTA provoque chez I’homme la néphropathie endémique des Balkans (BEN), et des cancers
primitifs, sa présence a été marqué dans le lait maternel (Creppy, 1999 ; Hassan et al., 2006).
Des études préalables dans le cadre du programme de toxicologie nationale (NTP) aux Etats-
Unis ont montré que ’OTA en doses élevées peut provoquer des tumeurs rénales chez les
rongeurs. (Boorman., 1989)

Tableau 2: Taux de contamination par 1’ochratoxine A dans différents populations (E.E.

Creppy, M. Castegmaro, 1993).

Pays Taux

Algerie (A.Khalef et al., 1993) 2 ng/ml

Tunisie (Radic B et al,.1997) 1,74-140,5 ng/ml
Balkans (petokova-bocharovaetcoll ., 1988) 10-40 ng/ml
Allemagne (Bauer et Garies., 1987) 14,4 ng/ml

V1. L’ochratoxine A et néphropathie :

La plus grande communauté infectée par I’OTA sont les populations qui pratiquent
I’autoconsommation et le stockage (habitudes d’approvisionnement) des aliments dont le blé et
le riz (Krogh et al., 1977; Pavlovic et al., 1979; Petkova-Bocharova et Castegnaro, 1985;
Puntaric et al., 2001; Vrabcheva et al., 2004; Vrabcheva et al., 2000).

La plus grande concentration de I’OTA retrouvé dans le sang a été observé chez cette
communauté (dans la région des Balkans) (Fuchs et al., 1991; Nikolov et al. 1996; Petkova-
Bocharova et Castegnaro, 1991; Petkova-Bocharova et al., 1988; Plestina et al., 1990;
Radic et al., 1997).

Il existe une corrélation positive entre 1’exceés de précipitations de ’OTA et le nombre de
personnes décédées des suites d’'une NEB dans deux années consécutives (Austwick et al.,
1979; Plestina ., 1992) .

10



Mycotoxines et santé

7
SLOVAKIA MOLDOVA

AUSTRIA

ROMANIA

BOSNIA &
HERTEGOVINA

N

GREECE

Figure 1.5: Zones les plus touchées par la NEB d’apreés (Stefanovic V, Radovanovic Z.,
2008).

VII. Cancérogénicité de ’OTA :

Des travaux de recherche effectués sur des rats de laboratoire ou ils ont administré des taux
d’OTA a des rats pendant une période donnée et ont eu des résultats qui confirment que I’OTA
est impliqué dans 1’apparition des cancers et des néphropathies.

Une étude effectuée par le centre international de recherche sur le cancer (CIRC), entre deux
espéces de rats (Lewis et Dark Agouty) a démontré que les rats males de 1’espece Dark Agouty
développaient des tumeurs alors que les femelles n’ont pas du tout été touchées (Castegnaro
M, Mohr U, Pfohl-Leszkowicz A et al., 1998 ) , la différence flagrante entre le sexe de cet
espece est d0 au patrimoine génétique comme le 2-mercaptoethane sulfonates (MESNA) qui
protége les rats contre la nephrotoxicite et la carcinogenicite, I’effet protecteur du MESNA sur
la carcinogenicite de I’OTA a été étudié dans une étude a long terme (Pfohl-Leszkowicz A,
Bartsch H, Azemar B., 2002). Dans cette étude ils ont observé que le MESNA permet de
diminuer les caryomegalies dans le rein de tous les animaux traités, mais n’a, en revanche,

aucun effet bénéfique pour diminuer I’incidence des carcinomes rénaux.
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Figure 1.7: Les travaux de recherche réalisée par IARC (1993) sur I’effet de I’injection de
I’OTA sur les souris.
VIII. Mécanisme de carcinogénicité de ’OTA :
Aprés la métabolisation, I’OTA est génotoxique, elle induit des échanges de chromatides sceurs
dans des lymphocytes humains IARC (1993), des aberrations chromosomiques qui sont
d’ailleurs observees chez les malades souffrants de NEB. L’OTA induit aussi des cassures
simples brins et des micronoyaux (Pfohl-Leszkowicz A, Manderville RA., 2007). L’OTA est
cancérogéne par un mécanisme de genotoxicité directe (Faucet-Marquis V, Pfohl-Leszkowicz
A, Dai J., 2004).

IX. La fréquence de I’ochratoxine A en Algérie :
La fréquence de I’ochratoxine A a été déterminée en Algérie en 1993 (Tab.03). La fréquence
retrouvée en Algérie semble élevée vu le régime alimentaire basant sur la consommation

journaliére des céréales et comme on I’a déja mentionnée les céréales sont les aliments les plus
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contaminés par 1’ochratoxine A (A. khalef et al., 1993). 430 échantillons de la population
générale algerienne et 84 néphropathie ont été analysés, 57% des 346 échantillons de la
population générale sont positifs avec un taux supérieur de 2 ng/ml, parmi les échantillons
prélevé de néphropathes 95% sont positifs avec un seuil de 2ng/ml (tab 03). Ce qui confirme
I’implication de I’OTA dans les néphropathies (A. Khalef et al., 1993). La comparaison des
résultats avec les analyses effectuées sur la région des Balkans (10 a 40ng/ml) pourront
conclure a ce que la fréquence de I’OTA dans le sang soit sans consequence.

Au cours des travaux de recherche réaliser par (Wafa Hassen et al., 2005) sur I’implication de
I’OTA et néphropathic humaine en Tunisie en dix ans d’études, (1991-2001). Dans ce bilan, ils
comparent les contaminations sériques en OTA dans trois groupes : un groupe d'individus sains
ne présentant aucune pathologie, un groupe de néphropathes présentant une NIC inexpliquée et
un groupe de néphropathies a étiologie connue. lls montrent que l'incidence la plus importante
de la contamination sérique en OTA est retrouvée dans le groupe présentant une NIC

inexpliquée. OTA-positifs est de 97 %.

Tableau 03: Fréquence de I’ochratoxine A en Algérie dans la population générale et les
personnes atteintes de néphropathie chronique. (A.khalef et al., 1993).

Origine des échantillons
Nombre  d’échantillons | Population générale Néphropathies
analysés 346 84
Niveau de contamination | Nombre  échantillons | % Nombre d’échantillons | %
(ng/ml) positifs positifs
0,1-0,2 34 99 | 4 4,7
>2 197 57,0 | 76 90,4
Totale 231 66,9 | 80 95,0
Taux maximum 9 46
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X. Les aflatoxines :

X.1. Définition :

Les aflatoxines constituent un groupe de dix-huit composés dont quatre sont les formes les plus
couramment rencontrées dans les aliments. Il s’agit des aflatoxines Bi1, Bz, Gi, G2 et My :
(métabolite de I’aflatoxine Bi). L’aflatoxine Bi1 est la plus toxique et la plus explorée.
(Yannikouris a. Et jouany j.p., 2002 ; Pitt et Hocking., 2009). Trois principales souches
d’Aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius) sont connues
pour leur capacité a synthétiser naturellement les aflatoxines dans des conditions chaudes et
humides (G. Brocard et C. le Bacle., 2009).

X.2. Aflatoxine B :

Aflatoxine B1 est un métabolite de bisfuranocoumarin produites par Aspergillus flavus et
les espéces apparentées, et 1’'une des plus célébres mycotoxines et possédant le profil
toxicologique le plus sérieux. (Alex P. Wacoo, Deborah Wendiro, Peter C. Vuzi, et Joseph
F. Hawumba., 2014)

X.3. Structure chimique :

Chimiquement, les aflatoxines sont des composés hétérocycliques d’origine naturelle fortement
oxygenés et ont des structures étroitement liées. Toutes les aflatoxines contiennent
essentiellement un noyau de coumarine associé a un bifuran. Une structure de pentanone est
attachée au noyau de coumarine dans le cas d’aflatoxines de série B. Celui-ci est remplacé par
une lactone a six membres dans les aflatoxines de série G. (Salunkhe D K, Adsule R N and
Padule D N, 1987).

La structure chimique 1’aflatoxine Bz est montrée dans la figure 1.8 dont le nom chimique est le
suivant: 6-thoxydifurocoumarone2,3,6aa,9aa-tétrahydro-4-méthoxy-cyclopenta-
[c]furo[3°,2:4,5] furo [2,3-h] [I] benzopyran-1,11-dione (Ripert christian., 2013).

Figure 1.8 : Structure de I’aflatoxine B1 (Maryann E. Smela, Sophie S. Currier, Elisabeth A.
Bailey et John M. Essigmann., 2001).
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X.4. Propriétés physico-chimiques :

Les aflatoxines sont des dérivés de difuranocoumarine. Ce sont des molécules de faibles poids
moléculaires (312 a 330 g/mol), trés peu solubles dans 1’eau, insolubles dans les solvants
moyennement polaires comme le chloroforme et le méthanol, elles sont assez facilement
extraites (AFSSA., 2006). Toutes les aflatoxines ont une absorption maximale autour de 360
nm (Akbas et Ozdemir., 2006). Sous la lumiére ultraviolette (UV), elles ont une fluorescence :
bleue pour les AFB « bleue » a 425 nm et verte pour les Aflatoxine G « green » a 450 nm.
L’aflatoxine M1 a une fluorescence bleu-mauve. AFB; est L'aflatoxine la plus courante, il est
suivi par I'AFB.2. AFG est assez rare. La fluorescence de la toxine G (G, Gz) est plus de 10 fois

supérieure a celle de la Aflatoxine B (Alcaide-Molina et al., 2009).
X.5. Biosynthése de I’aflatoxine :

La biosynthése des aflatoxines commence par la détection des genes codants pour la toxine,
la synthése commence de malonylCoA, et I’hexanoylCoA, et se termine par la formation de
I’AFB:, AFB, AFG: , and AFG: ,(Fig. 1.9) dans cette voie au moins 18 enzyme sont
nécessaires , Les génes codants pour ces enzymes ont été déterminé et étudier et localisé au
total 70 kb de genes dans le génome de Aspergillus falvus et Aspergillus parasiticus (Schmidt-
Heydt et Geisen., 2007).

La voie de biosynthése simplifié est la suivante les aflatoxines sont toutes
formé a partir de précurseur qui est le versiconal hemiacetal acetate (12) apres le versiconal
peut étre transformé en versicolorin A (13) ou versicolorin B (14) &pres le versicolorin A (13)
se transforme en sterigmatocystin (15) et le versicolorin B (14) se transforme en
dihydrosterigmatocystin  (16) ces deux métabolites se transforment respectivement en
aflatoxines Gi (3) B1 (1) et My et en aflatoxine B:.et aussi en G2 et M il existe aussi des voies
de transformation de AFB1 en AFB: et vice versa (Fig. 1.10 ). (Brase S et Glaser., 2013).

TR P SR R R A A
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Figure 1.9 : Génome de I’aflatoxine. (Yabe et Nakajima., 2004).
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Figure 1.10 : La voie de biosynthése de I’aflatoxine. (Brase S et Glaser., 2013).

XI. L’effet de L’aflatoxine sur la santé :

L’aflatoxicose est une maladie du a I’empoisonnement par ingestion d’aflatoxine dans les
aliments contaminés , ¢a peut arriver par I’exposition a de tres forte doses d’aflatoxine dans une
courte durée , ou une faible exposition pendant une longue durée , en toxicité chronigue,
I’organe cible principale est le foie (Bad Bug Book., 1992).

L’aflatoxine By est la plus dangereuse pour sa cancérogénicité. La dose journaliére tolérable est
estimee a 0,15 ng/kg (Moss., 2002). Elle a été détectée dans le sang des femmes enceintes, dans
le cordon embicale, et dans le lait maternel dans les regions de I’ Afrique avec des variations

trés importantes saisonniérement (Maxwell S, Apeagyei F, de Vries H, Mwanmut D,
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Hendrickse R., 1989). L’Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus sont des especes
provoquent des intoxications mortelles chez I’animale et I’homme, les signes cliniques chez
I’animal sont 1ésions hépatiques souvent accompagnées de cirrhoses. L’effet cumulatif de
faibles doses d'aflatoxines provoque des cancers primitifs du foie (IARC., 2014). La toxicité de
I'AFB a déja été largement étudiée (Peers et Linsell., 1977; Williams et al., 2004; 1ARC.,
2012). Une tentation de suicide en utilisant I’aflatoxine B1 a été enregistré en USA 1966, ou
une jeune femme a ingéré 5.5 mg d’aflatoxine B1 en 2 jours et aprés 6 mois 35 mg en 2
semaine, elle a montré une nausée et des migraines des transitent, éruption musculaire non
puritique, la biopsie du foie n’a rien montré méme avec les examens succédaient apres 14 ans,
I’hypothése laisse a supposer que ’effet de I’aflatoxine B1 se manifeste seulement &pres une
ingestion successive en faible dose (Willis R, Mulvihill J et Hoofnagle J., 1980).

En 2004, 317 cas dont 125 déces par hépatite aigue, et une endémie di a la consommation de
mais local aprés une enquéte il s’est avéré que le mais a été contaminé par 1’aflatoxine (Kenya.,

2004).

XI11. Méthodes d’analyse des mycotoxines :

Il existe deux grands principes de méthodes qui peuvent étre appliqués a ’analyse de traces de
mycotoxines dans les aliments : les approches immunologiques et les approches physico-
chimiques (Afssa., 2009).

XI1.1. Les méthodes immunologiques :

Les méthodes immunologiques s’appuient sur la reconnaissance plus ou moins spécifique de
I’analyte a doser (ici I’antigéne Ag) par un anticorps produit et caractérisé pour inter-agir avec
ce dernier. Ce principe est utilisé a la fois pour purifier les analytes cibles (colonnes
d’immunoaffinit¢) mais également pour doser rapidement les mycotoxines en premiere

intention (ELISA, RIA, (Annexe 01). (Fremy et Usleber., 2003).
XI1.2. Les méthodes physico-chimiques :

Les méthodes chromatographiques appliquées a la séparation et la mesure ont un principe
commun qui fait intervenir une différence de comportement des constituants d’un mélange
(comprenant 1’analyte) entre une phase stationnaire et une phase mobile. Trois types de
technique chromatographiques sont principalement utilisés pour doser les mycotoxines : la
chromatographie en couche mince (TLC : Thin Layer Chromatography) et la chromatographie

liquide haute performance (CLHP).
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X11.2.1. Chromatographie sur couche mince :

Chromatographie sur couche mince est lI'une des techniques de séparation les plus utilisées dans
I'analyse des aflatoxines. Elle se compose d'une phase stationnaire en silice ou en alumine ou
en cellulose immobilisée sur un matériau inerte tel que le verre ou le plastique, appelé
thematrix (V. Betina., 1985). La phase mobile composée de différents solvants organiques
(chloroforme, méthanol ou éthanol, toluéne/acétate d’éthyle), qui transporte 1'échantillon le
long de son déplacement a travers la phase solide stationnaire gel de silice. (Alex P. Wacoo,
Deborah Wendiro, Peter C, Vuzi, et Joseph F, Hawumba., 2014).

XI1.2.1.a. Avantages et inconvénients de I'utilisation de la CCM :

e N’est pas couteuse et I’identification des composées cibles est trés facile en utilisant
I’analyse spectrale UV (N.W. Turner, S. Subrahmanyam, and S.A. Piletsky., 2009).

e |l peut Détecter plusieurs types de mycotoxines dans I'échantillon d'essai unique (Balzer,
C. Bogdani’c, et S. Pepeljnjak., 1978).

e Elles possédent une excellente sensibilité mais elle manque de précision ; les erreurs
accumulées lors de l'application de I'échantillon, le développement des plaques, et
I'interprétation des plaques (J. Stroka and E. Anklam, 2002. E. Papp, K. H-Otta, G.
Z aray, et E. Mincsovics., 2002).

XI11.2.2. La Chromatographie en Phase Liquide Haute Performance (HPLC) :

La CLHP est I'une des méthodes les plus courantes pour détecter et quantifier les mycotoxines
dans les aliments (Avishay-Abraham Stark., 2010), est une technique analytique qui permet
la séparation d’un ou de plusieurs composés, contenus dans un mélange, en vue de leur
caractérisation et de leur quantification. Elle permet de retenir une molécule spécifique grace a
des interactions associées a des différences de polarité entre une phase mobile et une phase
stationnaire inverse. La séparation des constituants se fait en fonction de la polarité. Les
composés les plus polaires sont exclus en premier. (Alex P. Wacoo, Deborah Wendiro,
Peter C. Vuzi, Joseph F et Hawumba., 2014).
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I. Histoire du café :

L’histoire du café est trés riche en anecdote et en 1égende, elle pose de difficiles questions aux
historiens qui souhaitent établir les étapes véridiques de son apparition et de son extension au

monde entier.

Cependant les premiéres mentions écrites du café sont dues aux savants médecins, Razhes, a
la fin du 1Xe siecle, et Avicenne, au Xle siécle, qui décrivent les effets du café sur 1’appareil

digestif.

Le café provient trés probablement des caféiers qui poussent a 1’état sauvage dans les forets

africains humides situés aux environs du lac Victoria.

Il semble que ces arbustes aient été ensuite introduits dans la province de Kaffa au sud-ouest
de I’Ethiopie, région de montagnes et haut plateaux qui bordent le sud—est du Soudan. Faut-il
suivre I’avis de quelques linguistes qui pensent que 1’origine du mot « café » viendrait du nom

de cette province alors que pour d’autres linguistes il s’agirait de la transformation du mot

arabe « gahwah » (Geraud debry., 1993).

Deux types de caféiers sont cultivés : Coffea arabica et Coffea canephora. L’espece Arabica
est la plus ancienne et celle qui est la plus cultivée. Le Robusta fut découvert plus
tardivement, vers le XIXeme siecle (Stella A, 1998 et Hardy C., 1998).

1. Généralité sur le café:

Le café vert est le fruit mdr de cafier. Qui est un arbuste appartient a la famille des Rubiacés.
(Fredot E, 2012 et Dupont F., 2007).

Une centaine d’especes de café a donc été répertoriés. Certes, mais deux especes jouent les
stars et se partagent, a elles seules, la presque totalité¢ de la production du café. 1l s’agit de
Coffea arabica, celle-la méme qui fut découverte en Ethiopie et non en Arabie, comme son

nom le laisserait supposer et de Coffea canephora.

En fait, c’est une variété de Coffea canephora, dite Robusta, qui est tres répandu. Par
conséquent, lorsqu’on parle de cafe Arabica et de café Robusta, cela correspond a des réalités
différentes, le premier terme s’appliquant a une espece, le second a une variété. Comme ces
noms sont passés dans le langage commun, nous parlerons également d’Arabica et de
Robusta ( Jeanguyot M, Séguier-Guis M et Duris D., 2003).
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Le cafier est un arbuste qui peut atteindre jusqu'a 10-12 metres de haut pour les Robusta et de
5-6 métres de haut pour les Arabica.

I11. Ecologie du café :

En fonction de la latitude 1’Arabica poussé du niveau de la mer dans les latitudes proches des
tropiques entre les latitudes de 25°N.et 25°S. A des altitudes de 600 a 2000 métres sur les
hauts plateaux proches de 1’équateur. La température idéale est comprise entre 15 et 24°C.
Le Canéphora robusta pousse généralement en basse altitude, la ou I’hygrométrie est élevée,
mais on peut le trouver jusqu’a 1000 m d’altitude au niveau de 1’équateur. La température
idéale est entre 24 et 30° c. pour le Robusta qui peut supporter des conditions plus chaudes et
seches mais ne tolere pas des températures inférieures a 15°. (Clifford, M.N. and Willson,
K.C., 1988)

Figure 2.1: Les deux especes de caféier. A: le cafier Arabica, Honduras., B : le caféier

Canephora robusta, Cote d’Ivoire (Jeanguyot M, Séguier-Guis M et Duris D., 2003).
V. Description botanique :

La forme d’un caféier varie en fonction de I’espece. En général, le caféier se compose d’une
tige principale verticale (tronc : qui est droit et lisse) (Fig. 2.2). Ses branches sont basses et
tombantes, les feuilles sont vertes, allongées et persistantes, elles sont opposées au découpage
sur les ventouses. Chaque paire de feuilles est positionnée transversalement a la paire de
feuilles suivante (Fig. 2.3) (FAO., 2014). Dans l'aisselle de chaque feuille 1l ya une série de
quatre a six bourgeons, et directement au-dessus d'eux y a un bourgeon légérement plus grand
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appelé bourgeon extra-axillaire. Les fleurs sont blanches (étoiles odorantes « odeur proche de
celui du jasmin » d’une durée de quelques jours). Le caféier peut fleurir presque toute I’année

(Murthy PS et Naidu MM., 2012).

Figure 2.2 : Arbre du café dessiné en Arabie sur Figure 2.3 : Branche du café (Michelle J,
le Naturel. Gravure de Thomassin, 1666 ; planche Séguier-Guis M ; Duris D,. 2003).

extraite du voyage de 1’Arabie heurcuse, jean de

la Roque ; édition 1716.

Les fruits est verts, jaunissant ou rouges, coexistant sur la méme branche, ils sont semblables

a des cerises, ils renferment deux graines qui deviendront les grains de café. (Debry G, 1993).

Figure 2.4 : Le fruit de café (Murthy PS et Naidu MM., 2012)
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V. Constituants d’une cerise de café :
Le fruit de café comprend :

> La peau (Epicarpe ou exocarpe), qui est une couche monocellulaire couverte avec une
substance cireuse qui protége les fruits; c'est habituellement rouge, rose foncé ou jaune
(Murthy PS et Naidu MM., 2012).

» La pulpe (mésocarpe), qui comprend une pulpe charnue et, dans les fruits mdrs, une
couche pectinacée gluante de mucilage adhérant au parchemin;

> Le parchemin ou parche (endocarpe), qui est un revétement de polysaccharide mince,
friable, semblable a du papier (FAO, 2006).

» La peau dargent, qui est la couche de graines composée principalement de
polysaccharides, en particulier de cellulose et dhémicelluloses, en plus de
monosaccharides, de protéines, de polyphénols et d'autres composés mineurs;

» Deux graines ovales contenant de I'endosperme et des embryons (Geromel C, Ferreira
LP, Guerreiro SM, Cavalari AA, Pot D, Pereira LF, et al., 2006) .

: Sillon central

: Grain de café (endosperme)
: Peau du grain (tégument)

: Parchemin (endocarpe)

: Couche de pectine

: Pulpe (mésocarpe)

~N o o A WD -

: Peau de fruit (exocarpe)

Figure 2.5 : Les composants de la cerise du café (Geromel C, Ferreira LP, Guerreiro SM,
Cavalari AA, Pot D, Pereira LF, et al., 2006 ; CAC. Codex Alimentarius Commission,
Joint FAO/WHO Food Standards Programme., 2009).
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V1. Composition du café :

Le tableau suivant précise les compositions de café Arabica et Robusta en distinguant celles

des grains vertes, des grains torréfiés et de la poudre de café instantané soluble (Debry G.,

1993).

Tableau 04 : Composition moyenne en % de matiére séche des cafés verts et torréfiés selon

la variété, et d’un café instantané soluble (Debry G., 1993).

Composants Arabica Robusta Poudre de café
Vert Torrefié | Vert Torréfié | instantané soluble
Minéraux 3.0-4.2 3.5-4.5 4.0-4.5 4.6-5.0 9.0-10.0
Cafeine 0.9-1.2 ~1.0 1.6-2.0 ~2.0 45-5.1
Trogonelline 1.0-1.2 0.5-1.0 | 0.6-0.75 | 0.3-0.6 -
Lipides 12.0-18.0 | 14.5-20.0 | 9.0-13.0 | 11.0-16.0 1.5-1.6
Acides 5.5-8.0 1.2-23 | 7.0-10.0 | 3.9-46 5.2-7.4
chlorogéniques
totaux
Acides aliphatiques 1.5-2.0 1.0-1.5 1.5-2.0 1.0-1.5 -
Oligo-saccharides 6.0-8.0 0-3.5 5.0-7.0 0-3.5 0.7-5.2
Polysaccharides 50.0-55.0 | 24.0-39.0 | 37.0-47.0 - ~6.5
totaux
Acides amineés 2.0 0 2.0 0 0
protéines 11.0-13.0 | 13.0-15.0 | 11.0-13.0 | 13.0-15.0 16.0-21.0
Acides humiques - 16.0-17.0 - 16.0-17.0 15.0

1) Les apports en minéraux :

Les cendres du café représentent environ 4% (3 a 5.4% de la matiére séche. 90% des

minéraux sont hydrosolubles et sont présents dans la boisson. La composition moyenne

en minéraux des grains verts, exprime en pourcentage de la matiére séche, est la

suivante (Pascal Obrecht., 2009). : Potassium : 80 mg; Calcium : 3 mg; Sodium : 1

mg ; des oligoéléments : fer (0,1 mg), zinc (0,01 mg), cuivre (0,001 mg), chrome.
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2)

3)

4)

5)

Les apports en glucides :

Les glucides representent environ 50% de la matiére seche du café. Coffea arabica est
géneralement un peu plus riche que Coffea canephora robusta (Debry G., 1993).

Les apports en lipides :

Comme toutes les graines, celle du café contient des lipides, en majorité des acides
palmitiques, stéariques, oléiques et linoléiques. Le café est d’ailleurs considéré comme un
agent hypocholestérolémiant (Pascal Obrecht., 2009).

Les apports en proteines :

Les teneurs en protéines de Coffea arabica et de Coffea canephora robusta sont
comparables. Elles varient de 8.7 a 12.2 de la matiére seche du grain vert, les acides
aminés libres ne représentent que 0.2 a 0.8 % (Bekedam EK., 2008).

Les apports en vitamines :

Parmi les vitamines, c’est la vitamine B3 (400 a 1200 pg) qui est majoritairement
retrouvée et les vitamines B5 (environ 80 pg), B2 (2 pg) et B6 (0.6 pg). Les vitamines B1
et C sont dégradées lors de la torréfaction (Nehlig A., 2014).

VII. La caféine :

La caféine est un alcaloide, substance organique d’origine végétale naturellement présente

dans le café. Appartenant a la famille des xanthines ou méthylxanthines. Elle s’agit de 1, 3, 7-

trimethylxanthine (IUAPC : International Union of Pure and Applied Chemistry) ou 1, 3, 7-
trimethyl-1H-purine-2, 6-dione (Victor R. Preedy., 2012).

Figure 2.6 : Structure de la caféine (Victor R. Preedy., 2012).
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IX. Le marché de café :

Le café est une des principales produits d’origine agricole échangées sur le marché
international, et souvent une contribution majeure aux exportations des régions productrices.
Le café est souvent présenté comme le deuxieme bien d’exportation dans le monde aprés le

pétrole et la deuxiéme boisson apres I’eau. (OIC., 2017).
IX.1. Les principaux pays exportateurs du café « sac de 60kg » (OIC., 2017) :

Le premier exportateur de café est le Brésil, avec 20500 sacs de 60 kg, suivi par le Thailande,

I’Indonésie, Ethiopie, la Philippine, le Mexique, le Vietnam, I’Inde, la Columbia et

Venezuela.
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Figure 2.7: Les principaux pays exportateurs du café « sac de 60kg » (OIC, 2017)
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IX.2. Les principaux pays importateurs du café « sac de 60kg » (OIC, 2017) :

L’Union europeéen est classe comme le premier importateur de café avec de 42887 sacs de 60
kg, suivi par USA , Japon , Fédération du Russie, Canada, Algérie , Corée du sud, Australie,
Arabie saoudite , Turquie , et Ukraine .
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Figure 2.8 : Les principaux pays importateurs du café « sac de 60kg » (OIC., 2017)
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I. Choix de la région :

D’une superficie de 400 km? la wilaya de Laghouat se situe a 400km au sud de la capitale
Alger, la wilaya compte au total 636379 habitants (Monographie D.P.A.T., 2010). La
consommation du café dans cette région est trés élevé dus aux coutumes et traditions, la
région de Laghouat est 1’une des villes algériennes ou la préparation du café est faite
traditionnellement (le café vert est torrefié a feu doux et broyer manuellement)
(H.Gueddouda., 2014). Le nombre des torréfacteurs du café vert augmente de plus en plus

la wilaya comprend a présent 4 torréfacteurs.

I1. Echantillonnages :

Le café vert présent dans les marchés algériens provient de plusieurs pays notamment du
Brésil, I’Ouganda, Vietnam, Cote d’ivoire, 1’Indonésie et I’'Inde. La consommation annuelle
du café en Algérie est de plus de 70 000 tonnes. (L'express international., 2003).

L’échantillonnage a été effectué depuis les vendeurs a partir des sacs de 60 kg.

I11. Prélevement :

Le prélevement du café vert se faisait du mois de novembre jusqu’en janvier dans la région de
Laghouat au total six variété ont été analysé. Dont deux variétés d’Arabica (Brésilien et
Ougandaise) et quatre variétés de Robusta (Indonésienne, Vietnamienne, Indienne,
Ivoirienne).

L’analyse consiste a faire les tests physicochimiques, calculer le taux d’humidité relative,
calculer le taux de contaminations, et mettre en évidence la présence des mycotoxines dans la

mycoflore du café vert.
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Tableau 05 : Echantillons prélevé.

Variété de café Code utilises Date du début d’analyse
Avrabica brésilienne AEE

Robusta vietnamienne RIE.E 29/11/2016
Robusta indonésienne RILE.E

Arabica ougandaise AO.E.E

Robusta ivoirienne RIILE.E 18/12/2016
Robusta vietnamienne RIE.E

Arabica brésilienne AEE

Arabica ougandaise AO.E.E

Robusta Indonésienne RIILE.E 19/12/2016
Robusta ivoirienne RIILE.E

Robusta vietnamienne RI.E.E

Robusta indienne RIV.E.E 23/01/2017
Robusta indonésienne RILE.E

Arabica Brésilienne AE.E 29/01/2017

V. Analyse physicochimique :

IV.1. Mesure du pH :

Pour la mesure du pH il faut peser 5g de café broyer et le mélanger avec 45 ml d’eau distillée
et agiter pour que le mélange s’homogénéise aprés 15 min faire la mesure du pH a I’aide du
pH metre (Multon, 1982). (Nous avons fait 1’analyse en trois prises d’essai pour chaque

variété et la lecture du pH a I’aide de deux types de pH metre).

Figure 3.1 : pH metre de paillasse utilisé pour la mesure (HANNA, WTW inolab pH 720).
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IV.2. Humidité relative :
La teneur en eau dans les graines de café est mesurée aprés avoir séché 5g de café broyé dans
une etuve a 105+ 02° pendant 24h. (3 prises d’essai pour chaque échantillons) I’humidité

relative est calculé d’apres la formule suivante (Afnor., 1980) :

Pech—-Pf
HR% = ——— X 100
/0 Pech—-t

HR%: humidité relative en pourcentage
Péch: poids de la prisse d'essai avant I'étuvage
Pf: poids de la prisse d'essai apres |'étuvage

t : poids tarée du verre.

V. Etude de la mycoflore :
L’étude de la mycoflore des graines de café a été réalisée en appliquant différentes méthodes
pour évaluer la mycoflore fongiques contaminants (Hannin.S, Hassikou.K, Benkirane,
Ouazzanitouhami, A et Douira. A., 2003).

e La méthode du buvard.

e La méthode Ulster.

V.1.Méthode buvard :
La méthode du buvard a été recommandée dans le cadre des regles internationales pour
I’analyse des semences (ISTA., 1985), afin de détecter les différentes moisissures
contaminants les graines de café.
Cette méthode consiste a tester 100 grains de chaque variété a raison de 10 grains par boite de
pétrie de 90 mm de diameétre. Ces grains n’ayant subi aucun traitement préliminaire sont

placés sur trois rondelles de papier filtre (buvard) et humidifiés avec de I’eau distillée stérile.
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Figure 3.2 : Méthode direct sur buvard.
V.2.Méthode Ulster :
Toute graine porte une microflore naturellement acquise au cours de son cycle de
développement, des manutentions, du stockage. Pour évaluer cette spermoflore (Lanier L.,
JolyP., Sondoux P. et Bellenere A., 1978), on applique généralement la méthode Ulster qui
consiste a placer les graines du café dans des boites de pétrie rempli de milieu synthétique

approprie pour I’isolement des moisissures.

Figure 3.3 : Méthode direct d’Ulster.

Dans notre étude le principal milieu de culture qui a été utilisé est le PDA, qui est un milieu
de base pour I’isolement et la numération des moisissures et des levures des produits
alimentaires. (Botton et al., 1990).

L’incubation des boites de Pétri a lieu a une température de 25°C pendant 7 jours. Les grains
sont ensuite examinés sous la loupe pour observer et dénombrer les moisissures.

Le taux de contamination est estimé selon la formule suivante :

C(%) = = x100

N1 : nombre total de grains par boite.
N2 : nombre de grains contaminés.

C% : taux de contamination.
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V.3.Purification et conservation des moisissures :

L’obtention des isolats purs repose sur la réalisation de plusieurs repiquages successifs sur
milieu PDA. Ces isolats purs sont repris sur d’autres boites de pétrie contenant le milieu de
culture PDA et incubés a 25°C + 2°C pendant 7 jours, la conservation des cultures pures est
réalisée sur des tubes de PDA inclinés et les conserver au frais a 4°c, afin de faciliter leur

identification ultérieurement.

V1. Identification des moisissures :

L’identification des moisissures reposent sur plusieurs criteres d'ordre macroscopiques
(morphologiques) tél que l'aspect et couleur et diametre de la colonie et de leur reverse,
présence des exsudats. Et d'ordre microscopique tel que la présence ou absence des spores,
leur forme et leur structure et leur taille, I'aspect de myceélium. (Pitt et Hocking., 2009).

VI. 1. Identification des genres :

Le processus de I’identification des genres de moisissures repose sur les caractéristiques
microscopiques de culture fongiques obtenues par la technique de « Micro culture » et la
technique du ruban adhésif «Méthode de scotch».

-Technique du ruban adhésif (méthode de scotch) : cette technique consiste a adhérer un
bout de scotch d’une fraction mycélienne jeune d’une culture pure, et la coller sur une lame
contenant quelques gouttes de lactophénol (Chabasse., 2002). Et les observer sous
microscope optique au grossissement x100, x400 selon pitt et hocking.

-Micro-culture : c’est une technique réalisé pour I’identification de genre de moisissure elle
est utile pour observer la sporulation et favorise la fructification (Grillot R., 1996). Nous
avons inoculé des spores de souche fongique pure, sur des lames menées de petits carrés de
PDA solidifiés et les recouvrir par des lamelles (Ramirez., 1982), déposé sur le support en
verre sous forme (U) sur papier filtre stérile humidifié d'eau distillée stérile dans une boite
pétrie.

Les spores sont ensemencees sur les limites périphériques (bordures) du milieu. L’incubation
se fait @ 25 °C pendant 7 jours, Aprés incubation, les lamelles auxquelles s’adhérents le
mycélium sont, transférées sur d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de

lactophénol pour I’observation microscopique (Harris., 1986).
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lamelle Carre de gelose

\._/
”r»---- — / ~\)J\ f}

Suppon Papier buvard lame
Figure 3.4 : Technique de micro culture (Grillot R., 1996).

2. Identification des especes d'Aspergillus et Penicillium:

Le processus de I’identification des espéces de 1’Aspergillus et de Penicillium repose sur les
caractéristiques morphologiques de culture fongiques obtenues par la technique de « single
spore » (Choi, Y.W., Hyde, K.D. and Ho, W.H., 1999). Nous avons inoculé aseptiqguement
quelques spores d’une culture jeune pure dans des tubes a hémolyses remplie 2/3 de son
volume d’agar 0.2 % et de quelques gouttes de tween 80. Apres agitation du tube sur un
agitateur électrique et a 1’aide d’un inoculateur, nous avons effectué une touche de cette
suspension pour prélever une seul spore et la déposer sur différentes milieux de cultures. (Pitt
et Hocking., 2009).

V1.2.1. Identification des espéces Aspergillus :
L’identification des especes Aspergillus a été effectuée sur trois milieux de cultures différents
sont :

e MEAa25°C,

e G25N a25°C,

e CYA adeux températures différentes : 5°C et 37°C.

ORORONO

MEA 4 25°C G25N a 25°C CYAa37°C CYAas5°C
Figure 3.5 : Technique d'inoculation des différents isolats d'Aspergillus.
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VI1.2.1.1.Confirmation de I’identité des espéces Aspergillus parasiticus et Aspergillus
flavus :

Pour confirmer I’identification de ces espéces on utilise le milieu AFPA a 25°C.

AFPA a 215°C

Figure 3.6 : Technique de confirmation d’Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sur
milieu AFPA.

V1.2.2. Identification des espéces Penicillium :
L’identification des espéces Penicillium a été effectuée selon Ramirez (1982) sur quatre

milieux de cultures différents sont :

e CDAa25°C.
e MEAa25°C.
e G25Na25-°C.
e CYAa25°C.
CDA a25°C MEA a25°C G25N a 25°C CYA a25°C

Figure 3.7 : Technique d'inoculation des différents isolats de Penicillium.
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VI1. Analyses mycotoxicologiques :

Toutes les 40 souches d’Aspergillus suspectées mycotoxinogéne identifiées a partir des
prélevements précédents et conserver dans des tubes inclinés seront revivifié sur milieu PDA
pendant 7 jours & 25° C, ensuite seront soumises aux analyses mycotoxicologiques.
VII.1.Extraction et purification a partir du milieu de culture liquide (extraction liquide
/liquide) :

Pour tester le pouvoir mycotoxinogéne des 40 souches suspecter de synthétisé ’OTA et
I’AFB1, nous les avons inoculé dans des flacons contenant 50 ml du milieu semi synthétique
YES pour favorisé la production des mycotoxines, les flacons seront mise en incubation
pendant 14 jours a 25°C (Davis et al., 1966).

Figure 3.8: Culture fongique pure sur milieu YES de 14 jours d’incubation.

VI1.2. Extraction et concentration :

Extraction se fait & partir du 14°™ jour d’incubation, nous avons éliminé la biomasse formée
par filtration a 1’aide du papier filtre (Gattier et al., 1974). Le filtrat obtenu est additionné a
100 ml de chloroforme avec une agitation énergétique pendant 30 min, on laisse ensuite le
mélange décanté en utilisant une ampoule a décantation. Cette opération est repetée 3 fois
successivement avec 1’ajout de la phase chloroformique de 50 et 30 ml pendant 15 et 10 min.
avec récupération de la phase chloroformique successivement , ainsi le filtrat obtenu est
concentré au rotavapor afin d’obtenir un volume inferieur a 1 ml. (H. S. Lillard, r. T. Hanlin,
etd. A. Lillard., 1970).
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Figure 3.9: Diagramme d'extraction et purification du mycotoxine a partir du milieu de

culture liquide (Davis et al., 1966).

Figure 3.10 : Rota-vapeur type Buchi R-200.
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VI11.3.Séparation et détection chromatographique sur CCM :

La detection des mycotoxines est réalisees par CCM; la chromatographie couche
mince permet une détection qualitative et semi-quantitative des mycotoxines selon une
technique préconisée par I'AOAC (Association of Official Analytical Chemists), pour la

détection des mycotoxines dans les produits alimentaires (AOAC., 1984).

Figure 3.11 : Cuve de migration CCM.

Nous avons déposé 40ul de chaque concentré a analyser et 10ul de chaque solution étalon
standard d’ochratoxine et d’aflatoxine sur une chromatoplaque de gel de silice (20cm, 20cm),
la plaque ensuite est introduit dans une cuve de migration contenant de la phase mobile
(chloroforme, méthanol, toluéne) , remplie a 0.5cm de hauteur (Alex P. Wacoo, Deborah
Wendiro, Peter C. Vuzi, et Joseph F. Hawumba., 2014).

VI11.3.1. Etape de séchage des plaques a CCM :

Apres migration et évaporation du produit d’élution la plaque est examinée sous UV a 366 nm

la révélation de l'ochratoxine A apparaitra sous forme d’une tache fluorescente bleu-vert et

I’aflatoxine By d’une tache fluorescente bleue (Galtier et al., 1974).

Figure 3.12 : Chambre UV forte puissance type CAMMAG.
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I. Choix de la région :

D’une superficie de 400 km? la wilaya de Laghouat se situe a 400km au sud de la capitale
Alger, la wilaya compte au total 636379 habitants (Monographie D.P.A.T., 2010). La
consommation du café dans cette région est trés élevé dus aux coutumes et traditions, la
région de Laghouat est 1’une des villes algériennes ou la préparation du café est faite
traditionnellement (le café vert est torrefié a feu doux et broyer manuellement)
(H.Gueddouda., 2014). Le nombre des torréfacteurs du café vert augmente de plus en plus

la wilaya comprend a présent 4 torréfacteurs.

I1. Echantillonnages :

Le café vert présent dans les marchés algériens provient de plusieurs pays notamment du
Brésil, I’Ouganda, Vietnam, Cote d’ivoire, 1’Indonésie et I’'Inde. La consommation annuelle
du café en Algérie est de plus de 70 000 tonnes. (L'express international., 2003).

L’échantillonnage a été effectué depuis les vendeurs a partir des sacs de 60 kg.

I11. Prélevement :

Le prélevement du café vert se faisait du mois de novembre jusqu’en janvier dans la région de
Laghouat au total six variété ont été analysé. Dont deux variétés d’Arabica (Brésilien et
Ougandaise) et quatre variétés de Robusta (Indonésienne, Vietnamienne, Indienne,
Ivoirienne).

L’analyse consiste a faire les tests physicochimiques, calculer le taux d’humidité relative,
calculer le taux de contaminations, et mettre en évidence la présence des mycotoxines dans la

mycoflore du café vert.
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Tableau 05 : Echantillons prélevé.

Variété de café Code utilises Date du début d’analyse
Avrabica brésilienne AEE

Robusta vietnamienne RIE.E 29/11/2016
Robusta indonésienne RILE.E

Arabica ougandaise AO.E.E

Robusta ivoirienne RIILE.E 18/12/2016
Robusta vietnamienne RIE.E

Arabica brésilienne AEE

Arabica ougandaise AO.E.E

Robusta Indonésienne RIILE.E 19/12/2016
Robusta ivoirienne RIILE.E

Robusta vietnamienne RI.E.E

Robusta indienne RIV.E.E 23/01/2017
Robusta indonésienne RILE.E

Arabica Brésilienne AE.E 29/01/2017

V. Analyse physicochimique :

IV.1. Mesure du pH :

Pour la mesure du pH il faut peser 5g de café broyer et le mélanger avec 45 ml d’eau distillée
et agiter pour que le mélange s’homogénéise aprés 15 min faire la mesure du pH a I’aide du
pH metre (Multon, 1982). (Nous avons fait 1’analyse en trois prises d’essai pour chaque

variété et la lecture du pH a I’aide de deux types de pH metre).

Figure 3.1 : pH metre de paillasse utilisé pour la mesure (HANNA, WTW inolab pH 720).
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IV.2. Humidité relative :
La teneur en eau dans les graines de café est mesurée aprés avoir séché 5g de café broyé dans
une etuve a 105+ 02° pendant 24h. (3 prises d’essai pour chaque échantillons) I’humidité

relative est calculé d’apres la formule suivante (Afnor., 1980) :

Pech—-Pf
HR% = ——— X 100
/0 Pech—-t

HR%: humidité relative en pourcentage
Péch: poids de la prisse d'essai avant I'étuvage
Pf: poids de la prisse d'essai apres |'étuvage

t : poids tarée du verre.

V. Etude de la mycoflore :
L’étude de la mycoflore des graines de café a été réalisée en appliquant différentes méthodes
pour évaluer la mycoflore fongiques contaminants (Hannin.S, Hassikou.K, Benkirane,
Ouazzanitouhami, A et Douira. A., 2003).

e La méthode du buvard.

e La méthode Ulster.

V.1.Méthode buvard :
La méthode du buvard a été recommandée dans le cadre des regles internationales pour
I’analyse des semences (ISTA., 1985), afin de détecter les différentes moisissures
contaminants les graines de café.
Cette méthode consiste a tester 100 grains de chaque variété a raison de 10 grains par boite de
pétrie de 90 mm de diameétre. Ces grains n’ayant subi aucun traitement préliminaire sont

placés sur trois rondelles de papier filtre (buvard) et humidifiés avec de I’eau distillée stérile.
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Figure 3.2 : Méthode direct sur buvard.
V.2.Méthode Ulster :
Toute graine porte une microflore naturellement acquise au cours de son cycle de
développement, des manutentions, du stockage. Pour évaluer cette spermoflore (Lanier L.,
JolyP., Sondoux P. et Bellenere A., 1978), on applique généralement la méthode Ulster qui
consiste a placer les graines du café dans des boites de pétrie rempli de milieu synthétique

approprie pour I’isolement des moisissures.

Figure 3.3 : Méthode direct d’Ulster.

Dans notre étude le principal milieu de culture qui a été utilisé est le PDA, qui est un milieu
de base pour I’isolement et la numération des moisissures et des levures des produits
alimentaires. (Botton et al., 1990).

L’incubation des boites de Pétri a lieu a une température de 25°C pendant 7 jours. Les grains
sont ensuite examinés sous la loupe pour observer et dénombrer les moisissures.

Le taux de contamination est estimé selon la formule suivante :

C(%) = = x100

N1 : nombre total de grains par boite.
N2 : nombre de grains contaminés.

C% : taux de contamination.
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V.3.Purification et conservation des moisissures :

L’obtention des isolats purs repose sur la réalisation de plusieurs repiquages successifs sur
milieu PDA. Ces isolats purs sont repris sur d’autres boites de pétrie contenant le milieu de
culture PDA et incubés a 25°C + 2°C pendant 7 jours, la conservation des cultures pures est
réalisée sur des tubes de PDA inclinés et les conserver au frais a 4°c, afin de faciliter leur

identification ultérieurement.

V1. Identification des moisissures :

L’identification des moisissures reposent sur plusieurs criteres d'ordre macroscopiques
(morphologiques) tél que l'aspect et couleur et diametre de la colonie et de leur reverse,
présence des exsudats. Et d'ordre microscopique tel que la présence ou absence des spores,
leur forme et leur structure et leur taille, I'aspect de myceélium. (Pitt et Hocking., 2009).

VI. 1. Identification des genres :

Le processus de I’identification des genres de moisissures repose sur les caractéristiques
microscopiques de culture fongiques obtenues par la technique de « Micro culture » et la
technique du ruban adhésif «Méthode de scotch».

-Technique du ruban adhésif (méthode de scotch) : cette technique consiste a adhérer un
bout de scotch d’une fraction mycélienne jeune d’une culture pure, et la coller sur une lame
contenant quelques gouttes de lactophénol (Chabasse., 2002). Et les observer sous
microscope optique au grossissement x100, x400 selon pitt et hocking.

-Micro-culture : c’est une technique réalisé pour I’identification de genre de moisissure elle
est utile pour observer la sporulation et favorise la fructification (Grillot R., 1996). Nous
avons inoculé des spores de souche fongique pure, sur des lames menées de petits carrés de
PDA solidifiés et les recouvrir par des lamelles (Ramirez., 1982), déposé sur le support en
verre sous forme (U) sur papier filtre stérile humidifié d'eau distillée stérile dans une boite
pétrie.

Les spores sont ensemencees sur les limites périphériques (bordures) du milieu. L’incubation
se fait @ 25 °C pendant 7 jours, Aprés incubation, les lamelles auxquelles s’adhérents le
mycélium sont, transférées sur d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de

lactophénol pour I’observation microscopique (Harris., 1986).
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lamelle Carre de gelose

\._/
”r»---- — / ~\)J\ f}

Suppon Papier buvard lame
Figure 3.4 : Technique de micro culture (Grillot R., 1996).

2. Identification des especes d'Aspergillus et Penicillium:

Le processus de I’identification des espéces de 1’Aspergillus et de Penicillium repose sur les
caractéristiques morphologiques de culture fongiques obtenues par la technique de « single
spore » (Choi, Y.W., Hyde, K.D. and Ho, W.H., 1999). Nous avons inoculé aseptiqguement
quelques spores d’une culture jeune pure dans des tubes a hémolyses remplie 2/3 de son
volume d’agar 0.2 % et de quelques gouttes de tween 80. Apres agitation du tube sur un
agitateur électrique et a 1’aide d’un inoculateur, nous avons effectué une touche de cette
suspension pour prélever une seul spore et la déposer sur différentes milieux de cultures. (Pitt
et Hocking., 2009).

V1.2.1. Identification des espéces Aspergillus :
L’identification des especes Aspergillus a été effectuée sur trois milieux de cultures différents
sont :

e MEAa25°C,

e G25N a25°C,

e CYA adeux températures différentes : 5°C et 37°C.

ORORONO

MEA 4 25°C G25N a 25°C CYAa37°C CYAas5°C
Figure 3.5 : Technique d'inoculation des différents isolats d'Aspergillus.
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VI1.2.1.1.Confirmation de I’identité des espéces Aspergillus parasiticus et Aspergillus
flavus :

Pour confirmer I’identification de ces espéces on utilise le milieu AFPA a 25°C.

AFPA a 215°C

Figure 3.6 : Technique de confirmation d’Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus sur
milieu AFPA.

V1.2.2. Identification des espéces Penicillium :
L’identification des espéces Penicillium a été effectuée selon Ramirez (1982) sur quatre

milieux de cultures différents sont :

e CDAa25°C.
e MEAa25°C.
e G25Na25-°C.
e CYAa25°C.
CDA a25°C MEA a25°C G25N a 25°C CYA a25°C

Figure 3.7 : Technique d'inoculation des différents isolats de Penicillium.
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VI1. Analyses mycotoxicologiques :

Toutes les 40 souches d’Aspergillus suspectées mycotoxinogéne identifiées a partir des
prélevements précédents et conserver dans des tubes inclinés seront revivifié sur milieu PDA
pendant 7 jours & 25° C, ensuite seront soumises aux analyses mycotoxicologiques.
VII.1.Extraction et purification a partir du milieu de culture liquide (extraction liquide
/liquide) :

Pour tester le pouvoir mycotoxinogéne des 40 souches suspecter de synthétisé ’OTA et
I’AFB1, nous les avons inoculé dans des flacons contenant 50 ml du milieu semi synthétique
YES pour favorisé la production des mycotoxines, les flacons seront mise en incubation
pendant 14 jours a 25°C (Davis et al., 1966).

Figure 3.8: Culture fongique pure sur milieu YES de 14 jours d’incubation.

VI1.2. Extraction et concentration :

Extraction se fait & partir du 14°™ jour d’incubation, nous avons éliminé la biomasse formée
par filtration a 1’aide du papier filtre (Gattier et al., 1974). Le filtrat obtenu est additionné a
100 ml de chloroforme avec une agitation énergétique pendant 30 min, on laisse ensuite le
mélange décanté en utilisant une ampoule a décantation. Cette opération est repetée 3 fois
successivement avec 1’ajout de la phase chloroformique de 50 et 30 ml pendant 15 et 10 min.
avec récupération de la phase chloroformique successivement , ainsi le filtrat obtenu est
concentré au rotavapor afin d’obtenir un volume inferieur a 1 ml. (H. S. Lillard, r. T. Hanlin,
etd. A. Lillard., 1970).
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Figure 3.9: Diagramme d'extraction et purification du mycotoxine a partir du milieu de

culture liquide (Davis et al., 1966).

Figure 3.10 : Rota-vapeur type Buchi R-200.
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VI11.3.Séparation et détection chromatographique sur CCM :

La detection des mycotoxines est réalisees par CCM; la chromatographie couche
mince permet une détection qualitative et semi-quantitative des mycotoxines selon une
technique préconisée par I'AOAC (Association of Official Analytical Chemists), pour la

détection des mycotoxines dans les produits alimentaires (AOAC., 1984).

Figure 3.11 : Cuve de migration CCM.

Nous avons déposé 40ul de chaque concentré a analyser et 10ul de chaque solution étalon
standard d’ochratoxine et d’aflatoxine sur une chromatoplaque de gel de silice (20cm, 20cm),
la plaque ensuite est introduit dans une cuve de migration contenant de la phase mobile
(chloroforme, méthanol, toluéne) , remplie a 0.5cm de hauteur (Alex P. Wacoo, Deborah
Wendiro, Peter C. Vuzi, et Joseph F. Hawumba., 2014).

VI11.3.1. Etape de séchage des plaques a CCM :

Apres migration et évaporation du produit d’élution la plaque est examinée sous UV a 366 nm

la révélation de l'ochratoxine A apparaitra sous forme d’une tache fluorescente bleu-vert et

I’aflatoxine By d’une tache fluorescente bleue (Galtier et al., 1974).

Figure 3.12 : Chambre UV forte puissance type CAMMAG.
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I. Analyses physicochimiques :

1.1. Mesure de pH :

La mesure du pH menait sur les différents variétés de café a démontrer que le pH est
légerement acide allant 5.8 a 6.2 la valeur la plus faible est présente dans 1’ Arabica d’origine

Ougandaise, et la plus élevée dans la variété de Robusta d’origine Indienne.

6,6

6,4

6,2
5
5
5,4
5,2

Figure 4.1 : pH calculé pour chaque variété de cafés analysés.

o o

)

1.2 L'humidité relative (HR%) :

L’humidité relative mesurée sur les échantillons de café révéle que les grains sont d’humidité
relative allant de 8% a 13.8 %.

18,00%
16,00%
14,00%
12,00%

10,00%
8,00%
6,00%
4,00%
2,00%
0,00%

Figure 4.2: Taux d’humidité relative des échantillons de café analysée.
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I1. Analyses mycologiques :

I11.1. Résultat de la méthode buvard et Ulster :

La méthode d’analyse qui révéle le plus grand taux de contamination est la méthode buvard
dans tous les échantillons analyses. Avec suivie la méthode Ulster en remplacant la source de

carbone par le saccharose et en derniers la méthode Ulster.

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
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0,00%
Papier buvard Ulster G Ulster S

Figure 4.3 : Taux de contamination révélé pour chaque méthode d’isolement utilisée.
11.2.Taux de contamination :

Les taux de contamination le plus élevé a été retrouvé dans la variété de café Arabica
d’origine Breésilienne avec un taux de contamination de 80%, suivie de la Robusta

Indonésienne et la variété la moins contaminée est la variété Robusta Vietnamienne et

Indienne.
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Figure 4.4 : Taux de contamination de chaque variété de café.

38



Résultats

11.3. Abondance des especes fongiques isolée de chaque variété de café analysée :
140
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Figure 4.5 : Abondance des espéces fongiques isolées de la variété Arabica Brésilienne.

La figure 4.5 montre que 1’espéce Aspergillus niger est la plus fréquentes dans la variété
d’Arabica Brésilienne avec une grande abondance vis-a-vis les autres espéces elle représente

la flore de stockage.
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Figure 4.6 : Abondance des espéces fongiques isolées de la variété Arabica Ougandaise.
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La variété Arabica Ougandaise montre une grande variation des espéces contaminant avec
une abondance de 1’espéce Aspergillus niger mais le taux d’Aspergillus ochrasus et

Aspergillus terreus est plus élevé par rapport a la variété Arabica Brésilienne .
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Figure 4.7 : Abondance des especes fongiques isolées de la variété Robusta Vietnamienne.

La figure 4.7 démontre encore la dominance de 1’espéce Aspergillus niger , on remarque la
forte présence des actinomycetes dans cette variéte, les actinomycétes sont présent dans les

terres ou le café est cultivé ils sont considérés comme étant une flore de récolte .
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Figure 4.8 : Abondance des especes fongiques isolée de la variété Robusta indonésienne.
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La figure 4.8 représente les espéces présents dans la variété Robusta Indonésienne, le genre
Aspergillus est le plus abondant les espéces les plus dominantes sont | ’Aspergillus ochraceus
et Aspergillus niger et Aspergillus terreus.
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Figure 4.9: Abondance des especes fongiques isolée de la variété Robusta ivoirienne.

La figure si dessus montre que les deux espéces Aspergillus niger et Aspergillus terreus sont

les plus présents mais les autre espéces sont moins présentes.
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Figure 4.10 : Abondance des espéces fongiques isolée de la variété Robusta Indienne.
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L’espéce Aspergillus ochraceus est la plus dominante avec une présence de 48% dans la

variété Robusta Indienne.

I11. Identification des especes du genre Aspergillus et genre Penicillium

La détermination des especes se fait & partir des caracteres culturaux. Les especes

d’Aspergillus seront identifiées selon Pitt et Hocking et les espéces de penicillium selon

Ramirez.

I11.1. Identification des espéces du genre Aspergillus :

Aprés une période d’incubation de 14 jours sur milieux standard d’identification (Fig 4.11) et

en se référant aux clefs d’identification de Pitt et Hocking 2009 nous avons obtenu les

résultats suivantes qui sont montrées dans le tableau suivant :

Tableau 06: Les principaux critéres morphologiques des Aspergillus sur les milieux standard

utilisés pour I’identification des especes.

Espéces Milieu de Surface Reverse | Diametre | Exsudat
culture Centre Bordure
Aspergillus CYA37°C | Blanc Blanc Blanc 30 /
ochraceus CYAS5°C / / / / /
AE4E1 G25N 25°C | Jaune clair Jaune clair Blanc 50 /
MEA 25°C | Jaune or Jaune Jaune 80 /
Aspergillus CYA 37°C | Vert marron | Vert Vert 40 /
flavus CYA 5°C |/ / / / /
RAESE1 G25N 25°C | Jaune Vert jaunatres | Jaune 35 /
clair
MEA25°C | Vert fonce Blanc Marron | 75 /
AFPA25°C | Blanc Blanc Orange | 65 /
Aspergillus CYA37°C | Marron fonce | Marron Blanc 55 /
parasiticus
RAE3E1 CYA5°C / / / / /
G25N25°C | Jaune fonce | Jaune fonce Jaunec | 60 /
MEA25°C | Vert fonce Jaune verdatre | Blanc 65 /
AFPA25°C | Vert Blanc Orange 65 /
Aspergillus CYA37 Marron fonce | Marron Marron 60 /
terreus CYAS5 / / / / /
AOE4E1l G25N Marron clair | Jaune orange Marron | 55 /
MEA Marron fonce | Blanc Marron | 75 /
AFPA Marron Blanc Marron 75 /
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Figure 4.11 : Especes du genre Aspergillus sur les milieux standards d’identification (aprés 14 jours);
(A): Aspergillus terreux;(B): Aspergillus ochraceus; (c): Aspergillus parasiticus; (D) : Aspergillus
flavus. ; (M) : aspect microscopique (Gr. x 100HI) ; CYA:Czapekyeast ex tract agar, 37°C; G25N:
25% Glycerol nitrate agar, 25°C; MEA: Malt extract agar, 25°C.
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Figure 4.12 : Especes du genre Aspergillus sur milieux AFPA : Aspergillus flavus et
parasiticus, 25°C. ; C) : Aspergillus parasiticus ; D) : Aspergillus flavus.

111.2. Identification des espéces du genre Penicillium :

Les souches de Pénicillium jouent aussi un role important dans la contamination des graines
du café et nous avons identifié 2 souches de Pénicillium qui sont montrées dans le tableau et
la figure suivante :
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Tableau 07: Les principaux critéres morphologiques des Penicillium sur les milieux standard

utilisés pour I’identification des especes.

Espéces Milieux de | Surface Revers | Diamétre | exsudats
culture Centre Bordure
Pénicillium CYA25°C | Blanc avec fesseurs | Vert Blanc | 40mm
expansum CDA Gris Vert fonce | Blans 40mm
AE2E1 G25N 25°C | Blanc Blanc Blanc 40mm
MEA 25°C | Blanc Vert Marron | 53mm
grisatres
Piniciliumcryso | CYA 37°C | Jaune Vert fonce | Blanc | 37mm
genum CDA Vert Blanc Beige | 42mm
AOE5E1 G25N 25°C | Beige Beige Vert 25mm
MEA25°C | Vert Vert incolor | 35 /

Figure 4.13 : Espéces du genre penicillium sur les milieux standard d’identification au 14
jour; (A): Penicilium chrysogenum; (B): Penicilium expansum; CYA: Czapek yeast extract
agar, 25°C; G25N: 25% Glycérol nitrate agar, 25°C; MEA: Malt extract agar, 25°C; CDA:
Czapek-Dox agar, 25°C.
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Résultats

Figure 4.14 : Espéce de genre Penicillium sous microscope optique G.X1000HI ; A) :

Penicillium chrysogenum ; B) : Penicillium expansum.
IV. Analyses mycotoxicologiques :

IV.1. Les souches productrices de mycotoxines :

L’analyse qualitative et semi quantitative des extraits chloroformiques par chromatographie
couche mince sur les 40 souches isolées a montrer que 17% des souches testées était
productrices de I’ochratoxine A, 20 % d’aflatoxines B1 et nous avons aussi détecté la présence
d’autres taches qui migrent de distances différentes que les deux solutions standards
d’aflatoxines By et d’ochratoxines A & un pourcentage de 48%, ont notant aussi que 15% de

souches n’étaient pas productrices de mycotoxines.

= OTA = AFB1 = autre mycotoxine = non productrice

Figure 4.15 : Pourcentage des souches de genres Aspergillus sécrétrices et non secreétrices de

mycotoxines.

46



Résultats

La mycotoxinogenése des isolats testés exprimé par une fluorescence bleue pour I’aflatoxine

B1 et bleue-vert pour 1’ochratoxine A en utilisant les deux standards de solution d’aflatoxine

B1 et d’ochratoxine A.

Les différents résultats sont présentés dans les figures suivantes :

' EEFN e 0 :
1415164718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Figure 4.16: Révélation des sécretions des différentes souches mycotoxinogenes visualisées
sous la lumiére UV ; AFB1, OTA (chambre de lecture type CAMMAG) ; les numéros

correspond aux codes de différentes souches testés (Annexe 02).

La présence des souches productrices d’OTA et AFB1 ne veut pas forcément dire que toutes
les souches sont productrices, les figures ci-dessous montrent les taux de productions calculer

pour chaque especes.
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e ® o

m secretrice  ® non secretrice = secretrice non secretrice m secretrice = non secretrice

A B C
Figure 4.19 : Graphiques montrants les souches, A : Aspergillus parasiticus productrice de
AFBy, B : Aspergillus ochraceus productrices de OTA, C : Aspergillus flavus productrice
d’AFB:
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Discussion

Discussion:

Le développement des moisissures requiére certaines conditions telles que le pH et I’humidité,
I’analyse du taux d’humidité sur les différents échantillons testé a révélé que ce café remplit
les conditions de la bonne qualité qui est marginalisée & 12% selon 1’office internationale du
café (OIC) seulement une seule variété qui est Robusta Indonésienne a dépasser la marge, son
taux d’humidité est de 13.8%. Ce pourcentage nous meéne a déduire que peut-étre le transport
maritime de I’Indonésie jusqu’a 1’ Algérie et les conditions de stockage de ces grains de café
sont les facteurs qui ont influencé sur I’augmentation du taux d’humidité, car le café absorbe
I’humidité pendant le stockage et le transport.

La majorité des moisissures ont la capacité de se développer sur des substrats contenant les
pH allant de 4 a 8 (Balzer. ; 2003), le pH des échantillons de notre étude présente une Iégere
acidité [5,8-6,2], le pH n’a pas une influence directe sur le taux de contamination des denrées
alimentaires par les moisissures, par contre I’OTA est retrouvé beaucoup plus sur des aliments
contenant un pH acide (Cuero et Smith, 1987).

Le totale de 7 variétés de cafés verts sont préleves et analysés pour déterminer les différents
genres et espéces productrices ou non de mycotoxine , pour I’isolement et I’identification des
moisissures nous avons utilisé la méthode du papier buvard , et la méthode Ulster avec deux
origines de carbone différentes le glucose et le saccharose , les résultats obtenus montre que la
méthode buvard est la méthode qui révele le plus grand nombre de moisissures par contre la
méthode Ulster saccharose a révélé plus de contaminants que 1’Ulster Glucose ce qui nous
meéne a supposé que le support saccharose est plus favorable au développement des
moisissures. Nous avons méme remarqué la présence des actinomycétes sur les milieux Ulster
saccharose, la présence des actinomycétes dans le café est confirmée d’aprés les recherches
effectuées sur les champs de café en Inde. (Anand T, Pereira N, 2005).

Le café vert analysé provient de différentes origines la variété du café vert qui a révelé un
pourcentage élevé de contamination est le café vert Arabica Brésilienne avec un taux de
contamination de 85% suivie de la Robusta Ougandaise et Ivoirienne , les variétés les moins
contamineées sont la Robusta Indienne et Vietnamienne avec un taux inférieur de 15% , ce qui
est peu par rapport a la flore du champs et de stockage , I’hypothése la plus appropriée pour
un taux aussi faible est I’utilisation des antifongiques dans le traitement post-récolte des
grains de café vert .

Dans toutes les variétés analysées le genre le plus répondu est 1’Aspergillus connu pour étre la

flore de stockage, le café Arabica Brésilienne contenait 82% d’Aspergillus niger et 8%
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d’Aspergillus ochraceus dont 33% sont productrices d’OTA ce qui est proche des résultats
obtenus dans les travaux de Pitt et Hocking ou ils ont trouvé des pourcentages similaires
respectivement 63%, 10% et 88% (Martins et al. 2003 ; Batista et al. 2003).

Les moisissures du genre Aspergillus contaminant les grains de café sont de caractéristiques
microscopiques et métaboliques variées. Ainsi a travers ce présent travail, il apparait que
parmi les 40 souches testées on a pu identifier 3 souches qui ont des criteres communs aux
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus de ce fait, nous les avons
classées comme appartenant a ces especes. Cette classification s’est appuyée sur la
détermination des caractéres culturaux observés sur les milieux CYA, G25N, MEA et AFPA
et des caractéres microscopiques qui correspondent aux souches déja mentionnées (Pitt J,
Hocking A., 2009). En plus de ces caractéres, ces souches sont capables de produire des
aflatoxines Bj et ochratoxine A, la mise en évidence a été faite par I’émission de la
fluorescence bleue vert pour I’aflatoxine et vert pour I’ochratoxine A sur les plaques de CCM.
17% des souches du genre Aspergillus isolé sont productrice d’OTA et 20% sont productrice
d’AFB;1. Un pourcentage assez ¢élevé et important pour 1’évaluation de la bonne qualité du

café vert.
La présence de I’ochratoxine A de I’aflatoxine B1 est un indice que les souches testées ont un

pouvoir toxinogene.

L’absence des mycotoxines de quelques souches est expliquée soit par la possibilité que les
souches Aspergillus isolées de ces échantillons ne soient pas toxinogénes, soit elles sont
toxinogénes et les conditions de T°, pH et I’humidité n’était pas favorable a la
mycotoxinogenése (Pholf-Leskowicz, 2002). Selon (Chapeland-Leclerc F, 2005, Pholf-
Leskowicz, 1999) la présence d’agent fongique ne signifie pas nécessairement la production

des mycotoxines.

L’apparition des spots différents aux deux standards est expliquée que sont probablement

issues de métabolismes secondaires des moisissures.
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Conclusion et perspectives

Conclusion :

La contamination des graines de café par les moisissures constituent un probléme sanitaire et
économique dans le monde ou la consommation de café est désormais une habitude ancrée
dans notre quotidien. A partit de notre travail et a travers les résultats obtenus nous avons
confirmé que le café est contaminé par les moisissures et on a pu identifier que ces trois
espéces : Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, et Aspergillus ochraceus , et nous avons
confirmé que ces souches la sont doté d’un pouvoir mycotoxinogéne et productrices de
I’aflatoxine B; et I’ochratoxine A, selon les résultats obtenus par chromatographie sur couche
mince, mais ¢a ne signifie pas que le café est pollué par les mycotoxines en raison de
multiples facteurs intrinseques et extrinseques conditionnés pour la production de mycotoxine
car notre étude s’intéresse aux pouvoir mycotoxinogéene des moisissures isolées , et pas aux

analyses des mycotoxines dans le substrat.

En Algérie I’étude qualitatif et quantitatif des mycotoxines n’est pas trop répandue , malgré
les complications que provoques les souches productrices de ces mycotoxine sur 1’économie
et la santé humaine et animale , beaucoup d’élément reste a découvrir dans ce domaine , il est
possible de réduire le taux de contamination de ces toxines dans les aliments en respectant les
conditions de stockage, de transformation ou de récolte de chaque aliments ainsi les
consignes sanitaires pour réduire le développement des moisissures car le traitement pour

décontaminer les aliments est peu développée et moins efficace.

Au final et pour approfondir les recherches liée a ce theme nous voulons :

- Effectué I’étude quantitatif des mycotoxines présent dans le café vert.
- Effectué 1’étude mycotoxicologique a partir du substrat de café.

- Etudier les mécanismes d’inhibition de I’action de ’OTA et I’AFB;.
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Annexe 01 :
|. Méthodes d’analyse des mycotoxines
I.1. Méthodes immunologiques :

-RIA : Le dosage radioimmunologique technique repose sur le principe de la liaison
concurrentielle entre un antigene marqué radioactif et un antigene non radioactif. L’avantage
de cette technique est le fait qu’elle est hypersensible et spécifique et la capacité d’analyser
plusieurs échantillons en méme temps, la sensibilité du RIA via les mycotoxines est a 1’ordre
de 0.25-0.50 ng (Tsung-che t, 1989).

Toutefois, les RIA subissent également des inconvénients: (a) il nécessite un antigene a I'état
pur, (b) un isotope radioactif est utilisé comme marqueur et est associé a un potentiel pour la
santé, et (c) elle a des problémes de stockage et I'élimination des produits radioactifs de faible
activité « Déchets ». Ces inconvénients ont limité les utilisations de RIA dans l'analyse
quotidienne des mycotoxines. (Alex P. Wacoo, Deborah Wendiro, Peter C. Vuzi, et Joseph
F. Hawumba, 2014).

-Elisa : I’Elisa (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est une méthode qualitative semi
quantitative rapide qui consiste a I’attachement de la toxine a dosé sur 1’enzyme peroxydase
de raifort (PR). Le calcul de la concentration se fait par I’évaluation de la quantité de toxines
attachés a la PR, la couleur est inversement proportionnel a la concentration des toxines cela
veut dire que si la couleur est intense la concentration de la toxine est faible et vis versa
(Savard. M ;Guy Durivage, 2014).

Tableau 1 : Sensibilité des méthodes RIA et ELISA pour le dosage des mycotoxine (Tsung-
che t, 1989).

Type Mycotoxine Iterval de detection Limite de detection
Ng/pg (ppb)
RIA AFB 0.5-5.0 5.8
AFM 5-50 5.0
ELISA direct AFB 25-1.000 3
AFM 25-1000 0.01
OTA 25-500 10
ELISA indirect AFB 20-1000 5
OTA 10-1000 0.5
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I1. Les mycotoxicoses :

Le centre international de la recherche sur le cancer (CIRC), en 1993, a répertorié
I’ochratoxine A comme « potentiellement cancérogene pour I’homme » (groupe 2B)

Cancérogenicité des mycotoxines

Groupe 1

Groupe 2B

Groupe 2A

Groupe 3

comprend les aflatoxines B
et G car il existe des
preuves suffisantes de la
cancérogénicité de ces
molécules chez ’homme et
I’animal.

les molécules
pour lesquelles il
existe des preuves
presque
suffisantes de
cancérogénicité
chez I’homme et
/ou des preuves
suffisantes  chez
I’animal

le produit est
probablement
cancérogene
pour I'homme.
Aucune
mycotoxine n’y
figure.

les mycotoxines pour les
quelles il n’est pas possible
de se prononcer quant a
leur cancérogénicité chez
I’homme
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Annexe 02 :

Tableau : Les codes de différentes souches testés

Numeéro | Code

1 R.1I.E.4E.1 jaune

2 RII

3 A.E3E1. maroon G

4 A.EsE jaune s

5 RIV.E3E2. jaune p.b
6 RIV.EsE;1 vert S

7 A.EsE:1 VERT G

8 Ao.E4 E> jaune doré G
9 RII

10 AoEsE1 Marron G
11 AE4 EsJaune doré G
12 RII.E4.E4 jaune doré S
13 RIV.EzE> vert S

14 A.EsE1 Jaune doré S
15 A.E7E1 Jaune doré S
16 RILEsE1 vert S

17 RII.E3 E1 jaune doré G
18 RV.EeE;1 vert S

19 A.Es E2 marron G

20 A.E4E2 marron S

21 RIII.E3Eijaune S

22 RII.E6.E1 jaune doré G
23 RIV.Es.E1 jaune doré
24 RII.E3E1 vert S

25 RIII.E3E: jaune G

26 Ao.Es E> jaune doré
27 RIILE2E1 vert S

28 A0.E4+E1 marron G
29 RII.E2 E1 marron G
30 RI1.E¢ E1 marron

31 RII1.Es E1 jaune doré
32 RII.EsE; vert p.b

33 A.E4E> vert G

34 RIV.EsE;1 vert G

35 Ao.E3E1 marron

36 RIV.E4E1 vert clair S
37 RV.Es E> jaune doré
38 RV.Ee Eijaune S

39 RII.LE7 E1 marron S
40 RII.E3 E; jaune
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Annexe 03 :
Milieux de cultures

PDA (POtat0oes DEXIIOSE AQAI) ......cueiueiureieiieiteaieseesteeeestee e aaeseesteeeeaseesseeeesseesseeneesseesseans 1
POMME A TEITE ...ttt et te e e s ta e beana e s reenteeneeaneenneans 200g
[ o0 L ST 209
N - PRSPPI 209
T o TS (] | OSSPSR 1000ml
EaU PRYSIOIOGIGUE ... 2
N O TSP T PP U PP PRPIO 99
T o TS (] =T OSSPSR 1000 ml
AFPA (Milieu Sélectif pour A. flavus et A. parasitiCus) .........cccocerereierenenniene e 3
EXIFAIT 08 TEVUIE ...ttt se e 209
PEPTONE ... 10g
Citrate ferrique ammONIACAL...........couiiiiiiiiii e 05¢g
ChIOramMPRNICOL ...ttt b e 0.1g
Dichloran solution ethaolique @ 0.29%0 ........cccceiieieeie i 1ml
N 1< PR PR PR PPN 15¢
BAU AISTHTBE ... bbb 1000ml
MEA (Malt EXTFACt AGAI) ...eeeeiiieiieeiieeie ettt sree e te e steeaeaneesseeseeneesneenneans 4
EXtrait de malt €N POUGIE .......oouoiiiiiieee e 20 g
PEPIONE ... 19
GHUCOSE ...ttt bbbt bbb et bbb 20 g
o - LSRR PRUPRTRRN 209
T TS (] T PSSRSO 1000 ml
CZAPEK CONCENTIE ...t bbb bbb et bbbttt e e e 5
O TSP 5¢
IMOSOZ, TH20 ...ttt e ettt e b e et et ber e et 5¢
FESOA ...ttt R bRt e Rt b et R bttt r e e 0.1g
AN 1NN 2 TSRS 304g
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CYA (CzapeKYeaStEXIIACT AQAI) ...cccveiieeieiieie e sees e eiesee et ste e e sra e te e snaenaeeneenneas 6
(0210 1= Q010 1071 o1 -SSR 10 ml
[ 2 o USSP 1g
EXIFAIT A8 TEVUIE ...ttt et et e e ae e esreenneenee e 59
SACCINAIOSE ...ttt 309
AAGAT e 159
BAU AISTHIBE ...t ene s 1000 ml
CDA (CZAPEK DOX AGAI) ...ttt bbbttt 7
INBINOS .t b et E bRt Rttt Rt 309
] OO 05g
IMIOSO . 059
FESOA e ns 0.1g
BAU QISTHIEE ... bbbt ne e 100 ml
YES(YEaSt EXLFACt SUCKOSE) ......eiveitieieiiieiteeiestte st ete s ste et e te et te et esraesresneestaenaesnaenneas 8
EXEAIL 0B JEVUIE ..ottt be et et r e e teeaesneenras 20 g
T ool - T oSSR 150 g
V[0S o PRSP RPURRRPP 059
BAU QISHIEE ..ttt reeneas 1000 ml

Pour toutes c’est milieu il faut ajuster le PH a 7.3

Colorants :

= ot (o] o] 1 T (o | SO PPSOPI 1
PhENOI pUF CHISTAIIISE ... 100 g
F Aol Lo (= - T £ [ [0TSR 100 g
(€ LYot T (o] I 01U RSP SPOR 100 g

B AU QISR .o 100 ml



