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Résumé

Les principaux objectifs de cette étude visent aluar dans un premier volet a évaluer la
gualité hygiénique de quelques zones de produdiiopain au niveau de la ville de Fes. Pour cela
un questionnaire a été préparé afin d’évaluertl’déasalubrité des unités de fabrication du pain.
Dans un deuxieme volet, nous avons collecté unnaelnised’échantillons de produits a base de
céreales auprés de différentes zones (supermasghégrs et boulangeries). L'étude de la qualité
microbiologique de ces produits a été focaliséelauecherche des levures et moisissures, qui
représentent 'empreinte de la contamination fomgidEnsuite, nous avons étudié leur niveau de
contamination par trois types de mycotoxines indules aflatoxines, le déoxynivalénol et la
fumonisine. Finalement, nous avons étudié I'efieigdelques parameétres physico-chimiques sur la
réduction de la concentration des aflatoxines tizs1échantillons de farines et de pains.

Les résultats de cette étude ont montré que latéualgiéniqgue des zones de production du
pain dépend essentiellement de la conformité démehtutilisé au cours des étapes de production
et aussi sur la conformité des locaux et des lidlnalyse fongique a montré que 24% les
échantillons sont contaminés par les moisissusssngiellement par I'espeéespergillus nigeret
9% des échantillons sont contaminés par les levasssntiellement par I'espébebaryomyces sp
Parmi I'ensemble des échantillons analysés 96,96résentent une trés haute concentration des
aflatoxines. Ce travail nous a permis égalemenndtre en évidence I'effet de la fermentation et

de la digestion sur la réduction de la concentnaties aflatoxines.

Mots clés: Céréales, Qualité hygiénique, Aflatoxire Déoxynivalénol, Fumonisine.
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Les céréales sont a la base de notre alimentagpuisl I'émergence de l'agriculture. Chaque
continent a eu sa céréale de prédilection : leenzExtréme-Orient, le blé et I'orge de I'Inde a
I'Atlantique, le seigle et I'avoine en Europe oeqile, le mais en Amérique, le millet et le sorgho
en Afrique. Depuis plus d'un siécle, la consomnmati@s céréales est en baisse dans les pay:s
industrialisés. Toutefois, elle demeure importatdas les régions moins favorisées, ou les céeréales
sont la principale source de l'apport énergétiquassurent jusqu'a 90 % de l'apport en protéines,
contre 25 % dans les pays industrialisés (FAO, 2014

Environ 600 millions de tonnes de blé sont produipar an dans le monde. La plupart est
transformé en farine de blé puis en divers alimegits que le pain, les pates, les nouilles et les
gateaux.

Cependant, la plante des céréales pousse a degscliirauds et humides offrant aux champignons
notamment aux moisissures toxinogenes de trés bammalitions de développement ceci s’ajoute a
la richesse des graines des céréales en glucidesmgs comme principales sources d’énergie
(Zinedine etl., 2009).

Les moisissures responsables de l'altération daaag sont réparties en deux groupes écologiques
les moisissures du champlternaria et Fusarium(Cruz etal., 1988) et les moisissures de stockage
: Aspergilluset Penicillium (Cahagnier eal., 1996).

La sécrétion par les moisissures de métabolitegjues dans les aliments dépend de plusieurs
facteurs qui peuvent étre intrinséques (natureadsoliche) ou bien extrinseques (conditions de
I'environnement).

Le Maroc se caractérise par un climat chaud et #emte qui favorise la croissance de ces
moisissures toxinogénes dans la matiere premieseatlments notamment celle des produits
céréalieres. La haute contamination de la matiéegnigre et les conditions non contrblées de
traitement sont deux grands problémes de séclintéraaire au Maroc. Un programme de gestion
des risques tels que le systeme HACCP (Hazard Bisa@ritical Control Point) qui sert a identifier
et a maitriser les risques durant la productida étansformation, n'est pas encore appliqué au sei
des unités de transformation des aliments. Sel@ofamission du Codex Alimentar((BCA), ce
systeme si il est correctement mis en ceuvre, destéioucher sur une réduction du niveau des

mycotoxines dans de nombreuses céréales (CCA, 2B03ffet, les problémes de mycotoxines
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lies a l'alimentation n'ont pas encore été proforet# étudiés pour acquérir les informations

nécessaires (Zinedine a&t, 2009). Les questions de réglementation ne satdgponibles dans le
domaine de I'exposition alimentaire et le commeieeétail.
Les produits céréaliers sont parmi les principalesrées alimentaires les plus contaminées par laj
flore fongique responsable de la production destamoes hautement toxiques connues sous l¢
terme de mycotoxines. Des études épidémiologiqueséwélé la dangerosité de ces mycotoxines
sur la santé de 'Homme. Au Maroc, les premiereheeches scientifiques faisant mention de la
contamination des denrées alimentaires par des pigaons toxinogénes n'ont vu le jour qu'au
milieu des années 70 ou un nombre de produits antldes céreales sont réveélés susceptibles
d’héberger des sporesAdpergillustoxinogenes. Nos assiettes ne sont pas donc & dlaltanger
causé par ces micro-organismes pathogénes. En phssunités industrielles marocaines et les
unités d’'importation ceuvrent en I'absence de ébmite routine par les autorités compétentes et de
'absence de standards de qualité et de sécunttasa des aliments. Par conséquent, le manque de
I'application de normes et de limites réglementaifigant les teneurs maximales des mycotoxines
dans l'alimentation humaine et animale dans notmgsprend la sécurité des consommateurs
marocains dépendante en grande partie de la ctiajmgrovisionnement alimentaire et de la qualité
hygiénique des zones de transformation des produitse de céréales.
Les principaux objectifs de notre travail visent :

» Evaluation de la qualité hygiénique de quelquegale production du pain au niveau de la

région de Feés.
* Etude du degré de la contamination microbienneédkantillons colletés.
» Dosage des mycotoxines dans les échantillons admgeréales en utilisant des trousses
d’ELISA.
* Etude de quelques facteurs pouvant avoir un etfetasréduction de la concentration des

aflatoxines dans les produits analyses.
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Synthése bibliographique
Industrie des céréales

l. Production et consommation

1. Mondiale
Les céréales constituent de loin la ressource atare la plus importante au monde a la fois pour
la consommation humaine et pour I'alimentation daibhé
Le secteur des céréales est d’une importance tymar les disponibilités alimentaires mondiales.
Au niveau mondial, la consommation moyenne de t&séaar habitant a augmenté légérement,
passant de 152.2 kg en 2012/13 & 152.9 kg en 2(EH0D, 2014)(tableau 1).

Tableau 1:Donnés sur la situation des céréales dans le m@#de, 2014)

Année | 2011-2012 | 2012-2013 | 2013-2014
Production

Monde 2353.3 2306.8 2514.8
Pays en voie de développement 1352.0 1396.0 1437.6
Pays développés 1001.3 910.8 1077.2
Commerce

Monde 319.4 309.3 325.3
Pays en développement 101.6 125.6 108.7
Pays développés 217.8 183.7 216.6
Utilisation

Monde 2326.6 2324.7 2419.8
Pays en développement 1470.6 1489.2 1543.1
Pays développés 856.0 835.5 876.7
Consommation humaine de céréales pat51.9 152.2 152.9
habitant (en Kg/habitant)

Selon un rapport du Conseil International des désédes principaux pays exportateurs des
céréales sont: Argentine, Australie, Canada, Hiafs, Kazakhstan, Russie, Ukraine, Union
européenne(Conseil International des Céréales,)2014

Les dernieres estimations de FAO concernant la yotazh céréaliere mondiale de 2013
s’établissent a 2 515 millions de tonnes (y comlgrisz using).

Concernant le blé, cette denrée alimentaire comestét principale culture céréaliere dans le monde
et représente environ 31% de la consommation gtobalcéréales(Choueiri E. &t, 2003).Une
proportion croissante de blé est utilisée pounfahtation animale dans les pays industrialisés (45
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pour cent de son usage total dans I'Union Européart)lisation de blé par habitant dans les pays
en développement, essentiellement pour l'alimemtaliumaine, a continué d'augmenter, et la
plupart de ces pays sont de plus en plus dépendesismportations.

Les principales régions consommatrices de blé tansonde sont I'Asie (Asie de I'Est pour 140
Millions de tonnes (Mt) et du Sud pour 127 Mt)’enion Européenne (121 Mt). Suivent les pays
de I'ex-URSS (Union des républiques socialistesi&mues), le Moyen-Orient, '’Amérique du
Nord et I'Afrique. Parmi ces grands ensembles, atest reposent en grande partie sur les
importations pour assurer leur consommation. Clestas de I'Afrique du Nord et du Moyen-
Orient, producteurs et consommateurs historiquesblde essentiellement pour I'alimentation
humaine.

En 2013/2014, le poste « alimentation humaine, seg® usages industriels » représenterait 94 %
des utilisations intérieures en Afrique du Nordedwv6 Million de tonnes importées en

2013/2014, les pays d’Afrique du Nord et du Moyeme@t concentrent le tiers des échanges
mondiaux(Agreste Conjoncture, 2014).

Selon dernier un rapport du ministére de l'agrim@tet de I'agroalimentaire et de forét de la
France, en Afrique du Nord, le premier importatestr'Egypte (10 Mt) suivi de I'Algérie (6,5 Mt)

et, pour des quantités plus faibles, le Maroc,ilgyé et la Tunisie. Leurs importations augmentent
régulierement, en relation avec une productioncitéfre et parfois irréguliere, et une population e
hausse, par ailleurs, en Afrique du Nord, 40 %qiemtités de blé consommées seraient importées
ce pourcentage atteignant 57 % au Moyen-Orient(@greonjoncture, 2014).

Les principaux pays producteurs des céréales @amohde sont la Chine continentale, I'lnde, les

Etats Unis et la Fédération de Russie.

2. Nationale
L’'Organisation des Nations-Unies pour l'alimentatiet I'agriculture (FAO), déclare en 2007 que
'apport énergétique alimentaire de principaleséates (blé, mais et orge) constitue 60% de
lapport énergétique alimentaire des MarocainseCegitace avancée a I'échelle des gros
consommateurs de céréales, mais peu enviableorfitntée par la consommation annuelle au
Maroc qui s’éléeve a 200 kg / habitant / an saclipr la consommation moyenne mondiale de

céreales est de 152 kg/an/habitant (Office Natitmtalprofessionnel des Céréales et Légumineuses
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« ONICL », 2013). Elles fournissent environ 2/3 dessoins énergétiques et 70% des apports
protéigues dans une ration alimentaire moyenne(R2803).

Selon la Direction de la Statistique, les céréaesésentaient 19,5 % des dépenses alimentaires. Ef
effet, la consommation des céréales sous formeattujps qui en sont dérives directement (pain,
farines, semoules) ou indirectement (produitsdesti viandes) constitue une part importante des
dépenses alimentaires des ménages(Direction datistigue, 2001).

Les céréales représentent 20% des dépenses aliregnizans 'alimentation animale, les céréales,
la paille et le son couvrent 40% des besoins totauxnités fourragéres. Elles donnent lieu a 40%
des occasions de travail offertes par le sectela geoduction végétale. En outre, elles constituen
en moyenne 30% du Produit Agricole Intérieur Briud®% du total des importations alimentaires.
Ainsi, le commerce des céréales et de leurs décwméditionnent I'activité économique générale du
pays(Emission de Billets de Trésorerie, 2003).&Cpliice de choix est révélée par I'importance des
superficies gqu'elles couvrent et qui atteignentrifions hectare. Cette superficie s'est accrue de
23% par rapport a ce qu'elle était pendant lesemii®. Actuellement, les céréales occupent 70%
des superficies cultivées par an. L'orge, le bhére, le blé dur et le mais constituent le lot des
céréales principales. Les céréales dites secosdaomprennent le riz, I'avoine, l'alpiste et le
sorgho.

Le commerce des céréales et de leurs dérivés aamukht I'activité économique générale du pays.
Elles représentent la premiére spéculation au Manceffet les conditions climatiques par leur
caractéere tres aléatoire conditionnent énorménagntdduction annuelle en céréales. En estime que
90 % des surfaces cultivées en céréales sont sitlges les régions a agriculture pluviale et la
moitié de ces surfaces sont localisées dans |lesszides et semi-arides.

Le blé tendre représente pres de 70% de la constomuies céréales des urbains et 66% de celle
des ruraux. En milieu urbain, la consommation de dir est principalement issue de l'industrie
alors qu’en milieu rural, les ménages consommentblé dur produit localement. Les
consommations humaines de l'orge et du mais sorgndies marginales spécialement pour les
urbains(Crédit Agricole du Maroc, 2012).

Selon le Ministére de I'Agriculture a I'horizon 202a demande totale des céréales pourrait
atteindre 137,5 millions de quintaux. Les demanelesblé tendre et en blé dur constitueraient
respectivement pres de 33% et 23% de la consonmatiale projetée(ONICL, 2013).
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Dans le but d’améliorer la productivité céréaliaegionale et réduire I'exposition a la volatilita d
marché international, le « Plan Maroc Vert » adaé2008 a notamment pour objectif, dans la
filiere céréaliére, de réduire les importationsl&ea 20% a I’horizon 2020 (Ministere d’Agriculture
et de Péche Maritime « MAPM », 2009). Cependang ilevestissements prévus pour le
développement d’'une agriculture a haute valeurtég(avec des produits majoritairement destinés
a I'exportation) sont tres largement supérieursuxqréevus pour les petites exploitations agricoles

(MAPM, 2008b).

2.1.Répartition géographique des zones de productio

La superficie nationale couverte par les 4 prineipaéréales dépasse 5 millions d’hectares et la
production varie, en relation avec les changemaéatsonditions météorologiques, dans une grande
fourchette allant de 17,5 a 103,6 millions de aauirt(en moyenne 30% de blé tendre, 26% de blé
dur, 39% d'orge et 5% de mais).
La production est plus élevée dans les grenieditivanels, principalement Chaouia, I'Oriental,
Abda-Doukkala (15% par région) et secondairemehideuz, Taza-El Hoceima, le Gharb, Meknés
et Tadla-Azilal (7 a 9% chacune), I'ensemble assyphus de 84% de la production nationale. Dans
les 8 autres régions, la production est tres faibla 5%) ou nulle (régions désertiques) incitant |
Plan Maroc Vert a préner la reconversion vers das/igés plus adaptées(Institue National de
Recherche Scientifique et Maroc Vert, 2012).
Vu l'importance stratégique de la filiere, ce derma fait I'objet d’'une politique gouvernementale
attentive : le « Plan Maroc Vert » qui a fixé comabjectif 'augmentation rapide et focalisée de la
productivité ceréaliére par:

o La refonte du tissu des acteurs autour d’agrégatproductivistes capables d’intensifier

linvestissement (intrants, stockage, logistique).
o0 La re-focalisation sur des périmétres représenamioeur céréalier a haute productivité.
o L’accompagnement possible par un redéploiementugtadies mécanismes de ciblage des

aides aux consommateurs et aux producteurs(ONICL3)2

2.2.Les types de produits a base de céréalesusscphsommés au Maroc

Au Maroc les produits céréaliers sont principalemmisus de la farine du blé, et ils sont

consommeés sous des formes treés diverses, variamedes continents et les civilisations.
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Le blé tendre est principalement destiné a la ¢abion de pains (levés ou plats), de biscuits, de
viennoiseries (croissants, brioches, pain de ma@ prioché...), de patisseries et produits divers
fabriqués par cuisson-extrusion (pains plats, ptedapéritifs) et de pates alimentaires; le blé dur
est destiné a celle des pates alimentaires, deaosisde galettes et, plus rarement, de pain.

+ Pain
Bien avant de prendre le sens actuel et occideetdpate pétrie, levée, et cuite au four”, le pain
existait et était consommeé sous forme d'un alimeetque peu différent, que nous ne qualifierions
d'ailleurs plus aujourd’hui de pain.
Au Maroc, le pain est un produit de consommatiorbaee pour les marocains. Selon des chiffres
émanent de la fédération national de la boulanggrpétisserie au Maroc, on compte 105 millions
de rondes et baguettes de pain acheté consommeéesipaoit une moyenne de trois pour chaque
habitant.

« Semoule de blé

La branche industrielle des fabricants de pateseailtaires et couscous au Maroc compte a ce jour,
(mars 2004) 16 unités opérationnelles qui totatisere capacité de production annuelle de I'ordre
de 170.000 tonnes dont la moitié est destinéepéolduction des pates alimentaires et I'autre moitié
a la fabrication du couscous( Rapport de synth2664).
Les consommations moyennes des produits indussioglsde I'ordre de 1,55 kg/an /personne pour
les pates alimentaires et de 1,60 kg/an /persoouel@ couscous.

* Biscuits
Les biscuits existent sous une trés grande vat@étéorme et décomposition: secs, sucrés, salés,
fermentés, moelleux, fourrés... On connait desatees de produits différents. Leur fabrication
industrielle a pris naissance en Angleterre au tldébXXe siecle.
On distingue des produits a pates dures et seresdbiscuits sucrés : petit-beurre, sablés, biscuit
secs ; biscuits salés pour apéritif ; crackersy,pteduits a pates molles (génoises) et des psoduit
pates liquides (gaufrettes).
La consommation de biscuits au Maroc est auto kig/habitant/ an.
Le marché marocain de la biscuiterie est estim@ @d® tonnes par an.28 entreprises : domination
par sept opérateursGaumar Henry’'s Bimo Excelo et des marques étrangéres notamment

Mars.Le chiffre d’affaires global est de 664 milliong dirhams, I'équivalent de 1,8 millions
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la biscuiterie est segmenté en trois créneauxhigesiits, les gaufrettes, et la patisserie indelir

Il.  Qualité nutritionnelle des céréales
Les céréales et leur sous produits sont une sompartante d'énergie, de glucides, de protéines et
fibre, ainsi que toute une gamme de micronutriméats que la vitamine E, une partie des

vitamines du groupe B, le magnésium et le zindé€tab?2).
Tableau 2.Comparaison de la valeur nutritionnelle de quelquesluits céréaliers (Santé Canada, 20D8)

2
£ v =
7 =
o T |8 = |3 3 |'m | € & S Q 3
2 8|2 |5|s|5/3 8|82 £ 2|5
0 flo |0 lol8|la e |5 la | | |2
kcal |g | g g mgimg(mg |mg | mg | mg |mg | mg |EFA
(2)
Farine 200 | 7| 35| 53 27|22 2 |199| 78| 226/ 0.3 0.08 15
d’avoine
Farine de 215 | 9| 46| 7.7 22|25 3 | 257 87| 2190 0.3 0.14 28
blé a grains
entier

Farine de 305 8| 67 | 20| 8 | 03| O 63 29 82 0.1| 0.02 3
riz 5
Faine de 198 5 43| 79 11| 1.0/ 1 | 126| 38| 105/ 0.2 0.0b 12
seigle pale
Semoule de| 267 6 57| 54 4 | 08| 2 | 118 29 61 0.1] 0.04 35
mais
Son 122 9 33| 5229 27| 2 | 281| 117 365 0.6 0.11 26
d’avoine
sec

Pain blanc | 93 3 | 18 0.8/ 53|/1.3| 238 35| 8 35 0.2 0.12 60

commercial
Couscous | 93 3 19 0.7, 7 /1034 48 7 18 0.1| 0.02 12

(1) FAT : Fibres Alimentaires Totales AFA ; (2) EFAquivalent de Folate Alimentaire
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1. Qualité nutritive des céréales completes

FST FES

Les céréales complétes sont une source de nombreitamines essentielles, des minéraux et de
composeés phytochimiques.
Les grains entiers de céréales sont :
* Une excellente source de glucides.
* Faible en gras saturés, mais est une source dsagids polyinsaturés, dont les omégas - 3 et
I'acide linolénique.
» Sans cholestérol, riche en fibres solubles et ides, et d'amidon.
* Une source importante de protéines.
* une bonne source de vitamines du groupe B, y cartipcdide folique.
* Une bonne source de nombreux minéraux tels quer|éef magnésium, le cuivre, le zinc et
le phosphore.

* Une bonne source d'antioxydants et de composésgitigtiques.

2. Propriétés protecteurs des céréales completes
Les céreales completes contiennent de nombreux as@spphytochimiques, ces derniers se
trouvent dans les aliments végétaux. Ces compdsgsghimiques comprennent :

» Lignanes : peut réduire le risque de maladie carenae.

» Acide phytique - réduit I'index glycémique (IG) daéments, ce qui est important pour les
personnes atteintes de diabéte, et aide a protégere le développement de cellules
canceéreuses dans le célon.

» Saponines,phytostérols,squaléne,oryzanol et técmtis reconnus pour leurs capacités de
réduire le cholestérol sanguin.

» Composeés phénoliques reconnues pour leurs effetscptiants.

3. Les céréales completes raffinées
Pour les grains de céréales raffinés, les couchesod et le germe sont généralement retirées, ne
laissant que l'endosperme. Ce processus peut rertrdes pertes importantes de fibres, de
vitamines, de minéraux, d'antioxydants et de compphytochimiques des grains.
Certaines fibres, de vitamines et de minéraux p&etrajouté dans les produits céréaliers raffinés

(pain blanc).
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l. Altération des céréales

FST FES

En raison de leur large utilisation comme alimat#d’Homme et du bétail, I'étudemicrobiologique
et la qualité hygiéniques des produits céréaliestent importantes afin de préserver leur sakibrit
en termes de contamination microbienne et en termes préservation de leur qualité

organoleptique.

Les sources de contamination microbienne des @srésbnt nombreuses, elles proviennent
principalement de I'environnement dans lequel kaéng sont cultivés, traités et transformés. Les
micro-organismes qui contaminent les céréales pgyvevenir de l'air, la poussiére, le sol, l'eau,
les insectes, les rongeurs, les oiseaux, les aminesiétres humains, du stockage et de I'expéditio
des conteneurs et des équipements de manutentienretitement(Bullerman B. at., 2011).

Cette contamination peut aboutir a une altératies déréales qui dépend de trois facteurs

conditionnant I'ampleur de ces diverses altérations

- Le temps c'est le facteur prépondérant puisqu'il conditeia durée des déegradations. Plus
un grain humide attend avant d'étre traité, plseitégrade, il convient donc d'agir le plus
rapidement possible apres la récolte pour mettrgraen dans de bonnes conditions de
stockage.

« L’humidité du grain : elle conditionne l'intensité des dégradationsositrsi le grain est trés
humide. Lorsque I'hnumidité du grain est portée imeau du « seuil de stabilisation » (il n'y
a plus ni eau libre ni eau faiblement adsorbéagtiVité respiratoire est tres faible, et le
produit se comporte presque comme une matiereeinkds moisissures ne peuvent se
développer qu'avec une humidité relative de Irderstitiel supérieure a 65-70 %.

- La température du grain: une augmentation de 5°C double l'intensité raspie. On a
donc intérét a abaisser la température de stockagda ventilation. Les insectes ne se
reproduisent plus au-dessous de 12°C et ils s@st gule grain peut étre maintenu durant

deux mois et demi en dessous de 5°C.

1. Les moisissures et les mycotoxines

La contamination des grains de céréales peut hgair
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Au cours de la culture des céréaleertaines especes de moisissures provenantl dBusarium
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ou de l'atmosphere se développent préférentiellérsenles plantes, en particulier lorsqu’elles y
trouvent une porte d’entrée au niveau par exemgdegiains en faveur d’'une microblessure due a
des actions mécaniques (brisures) ou engendrd@gi@on d’'insectes ou de petits animaux comme
les rongeurs. La protection des cultures par atibs de pesticides et de fongicides visent d'aike
entre autre a limiter ces microlésions considécéasme points d’entrée des contaminations par les

micro-organismes.

Pendant le stockagela flore dangereuse ou susceptible d'altérequalité des céréales est

essentiellement constituée par des moisissuregémetap des taux d'hydratation assez bas (15-16%

de teneur en eau) et appelée communémentfloredeasie.

Les principaux représentants de cette microflorestdekage sont essentiellement des espéces de

genresAspergilluset Penicillium accompagnées par des espéces secondaires deaMaanr des

genresByssoclamysScopulariopsiset Wallemia Ces moisissures de stockage sont les seules §

pouvoir se développer sur des grains a 15 - 16%meur en eau (elles sont appelées, de ce fait,
xérotolérantes). De plus, certaines d'entre ellmsvent synthétiser des molécules extrémement

toxiques pour 'homme et les animaux : les mycaotes{FAO, 1996).

Dans des conditions favorables de la croissancgidae au niveau des céréales et de ses produits

le risque de la production des toxines devient mégligeables, ces substances sont généralemenf

connues sous le nom de mycotoxines (tableau 2).

Les mycotoxines sont des métabolites secondairesfaithle poidsmoléculaire, présentes dans
plusieurs produits de l'alimentation humaine etaaleret qui provoquent de nombreuses maladies
chez 'homme et I'animal(FAO, 2003Joutefois, la sensibilité chez les animaux et cheamime
varie avec les espeéces, I'age, la nutrition, l@ogérd'exposition ainsi que d’autres facteurs (FAO
2003).

Selon un rapport de FAO, les intoxications sonésathez I'homme du fait de son alimentation
diversifiée. Mais, dans le cas de stockage de gmmdrés importants de céréales pendant de

longuesdurées, des développements ponctuels soaindre)(FAO, 1996). Les seuils de toxicité de
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méme localisé, est particulierement important aactét.

Plusieurs milliers de molécules toxiques ont éeniifiées chez les champignons mais seule une
vingtaine de familles posent des problemes entimrtrhumaine ou animale(Cahagnier Bagt

1998) dont les plus reconnues pour leurs effegtmes sont donnés dans le tableau 3.

Cinq genres de moisissureaspergillus Fusarium Pénicillium, Alternaria, Clavicep$ sont les
mieux reconnus comme aptes a produire des myc@sxiians les aliments. Toutes les especes
d'un genre, et méme toutes les souches d’une mépeee toxinogenése, ne sont pas productrices
de mycotoxines ; inversement, une méme espéceumhasdongique peut étre capable de produire
plusieurs sortes de mycotoxines. La multicontanonaties denrées est donc frequente : elle peut
étre due a une multiproduction de mycotoxines pa méme espece (en général deux ou trois
mycotoxines, parfois plus) ou bien a une monopridncde plusieurs especes de moisissures

simultanément présentes sur la denrée alimentaire.

Tableau 3Effet toxique sur 'homme de quelques mycotoxines

Moisissure Mycotoxines incriminées Syndromes prédominants

responsable

Aspergillus flavus Aflatoxines Hépatotoxicoses

Aspergillus ochraceus | Ochratoxines Néphrotoxicoses

Penicillium viridicatum | Citrinine

Aspergillus clavatus Patuline Neurotoxicoses

Penicillium expansum

Fusarium divers Trichothécenes Gastro-entérotoxicoses
Fusarium divers Trichothécenes Hémorragies

Fusarium moniliforme | Fumonisine Nécrose cervicale
Fusarium moniliforme | Fumonisine Cancer de I';esophage
Fusarium graminearum Zéaralénone Effet cestrogene
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Les principales familles de mycotoxines suivieslsylan de la sécurité sanitaire des aliments sont

décrites ci-dessous :

1.1.Les aflatoxines

Les aflatoxines sont produites essentiellement ges Aspergillusous des climats chauds et
humides L’Aspergillus flavus (d’ou le nom d’aflatoxine eeA.-fla-toxine », sous-entendu toxine
d’Aspergillus flavusse développe particulierement sur des graindgatiimeux (arachides, mais),
des céréales (blé), des plantes aromatiques (épicesomates comme le piment, le paprika, le

poivre, la noix de muscade, le cumin...). On dggim:

« L’aflatoxine Blest de loin la plus toxique (cancérigene) et erleré@gnérale la plus

abondante, les autres aflatoxines co-sécrétéeslétaaflatoxines B2, G1 et G2 [les lettres

B et G renvoient a linitiale (en anglais) de laulmur que prennent les taches de

fluorescence lors de l'analyse de ces toxines pawnegatographie sur couche mince : B

pourbleu (blue) et G pour vert (green). Les aflatex sont essentiellement rencontrées sur
des produits importés (arachides, mais, raisins..Sgcen provenance de pays aux climats
tropicaux ou subtropicaux (Afrique, sud des Etatss))

» Les aflatoxines M1 et MZcette derniere rarement observée) sont des déhydroxylés

des aflatoxines B1 et B2 que l'on retrouve typigeaeimdans le lait de la vache aprés

métabolisation hépatique.

1.2.Les ochratoxines

Les ochratoxines peuvent étre synthétisées pahsigsrgillus(Aspergillus ochraceysi’ou le nom

de la toxine) ou deBénicillium (P. verrucosum

L’ochratoxine A contamine de nombreuses denréesealiaires (céréaleset produits dérives).

existe les formes dites B et C rarement rechercterggeu présentes dans les aliments.
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1.3.Les toxines de Fusarium

Les Fusariuns sont des moisissures extrémement répanduesealank ke développent facilement

sur les épis de céréales dans nos régions tempérées

On distingue la vaste famille des trichothécéneshigblement pres de 200 molécules) subdivisées

en trichothécénes A (toxines T2, HT2...) et tritidaenes B (déoxynivalénol ou DON, nivalénaol...).

a) La déoxynivalénol (DON)
La DON est produit par diveisusarium(F. graminearumF. culmorum notamment sur le blé.Ces
especes deusariumsont aussi capables de produire la zéaralénoneueoties éleveurs de porc
comme molécule a effet oestrogénique perturbarggeoduction des élevages. La zéaralénone estf

essentiellement produite sur le mais d’ou cetteatoyine tire son nom, « zéa » signifiant mais.

b) Les fumonisines

Les fumonisines sont produites par différentes @spede Fusarium (F. moniliforme F.
proliferatum F. nygamai..) sont au nombre d’'une quinzaine mais la fumpai8l est de loin la
plus répandue et la plus significative en termeridgque associé aux aliments. Elles ont été
découvertes en 1988 a l'occasion de l'intoxicatspectaculaire a évolution mortelle de chevaux

contaminés par leur avoine.

1.4.La patuline

La patuline est une petite mycotoxine excrétéedpaarses especes @&nicillium d’Aspergilluset
de Byssochylamis ces moisissures se développent sur les fruitpéeticulier fruits a pépins) ou

sur les betteraves.

IV. Normes établis

Face a la gravité des mycotoxines, il est donessgire de protéger la santé de I’homme et des

animaux sensibles en limitant leur exposition ayxoboxines.

1. Nationaux

Le Maroc ne possede pas des normes ou des limggmmentaires fixant les teneurs maximales

des mycotoxines dans I'alimentation humaine et alemCependant, un projet de réglementation
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alimentaire et la répression des fraudes (CIPCAR&s il n'a pas encore été adopté (Zinedine A.
etal., 2007). Ce projet prévoit la normalisation destaomnnants minéraux et organiques dans les
aliments et fixe les concentrations maximales aslitiss des mycotoxines dans certaines denrées
destinées a l'alimentation humaine et animales.

Méme si d’apres les documents de la FAO, ce pegetomplet, mais certains limites proposées
restent élevées et nécessitent une révision, dalitmites sont encore absentes et nécessitent d’'ét

ajoutées avant I'adoption définitive de ce projableau 4).

Tableau 4Limites maximales proposées par le projet de réghgations marocain d’alimentation
humaine pour les limites de mycotoxines (Zinedinetal., 2007).

Mycotoxine Limite en pg/kg Aliment concerné
AFB1 10 Tous les aliments
5 Les huiles végétales, les

céréales, la farine de blé

Aflatoxines totales - -

Fumonisines - -

ZEA 200 Céréales, huiles végétales

DON - -

- : Absence de donnés

2. Internationaux
Le Codex Alimentariugst une instance émanant de la FAO qui élaborealesars guides pour le
contréle a I'import-export des denrées alimentagesegard du risque de mycotoxines (tableau 4).

Il propose également des codes de bonnes pratagrEnles pour tenter de prévenir ou d’essayer
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(tableau 5).

Tableau 5Valeurs guides recommandées paCladex Alimentariupour les échanges mondiaux
des denrées alimentaires destinées a I’homme

Mycotoxines Denrées Teneurs maximales
admissibles (ug/kg)

Aflatoxine B1 Alimentation infantile 1

Aflatoxine M1 Lait 0,5

Ochratoxine A Céréales 5

Patuline Pommes 50

En Europe, depuis I'ouverture du marché europ&e@ommission européenne tente d’harmoniser
les réglements existant dans les différents Etagsniones. Toute disposition réglementaire
concernant la sécurité sanitaire des alimentsédd@ttransposée au niveau de chaque Etat membre
Un certain nombre de reglements (paraissant dansolgnal officiel des Communautés

européennes) ont donc été récemment établis, naatrpour les aflatoxines, les ochratoxines et la

patuline (tableau 6).

Tableau 6:Reglements européens en vigueur pour la limitatemnteneurs en mycotoxines dans les
produits céréaliers destinées a 'lhomme REGLEMEGQE)(N ° 1881/2006 19
décembre 2006.

Mycotoxine Denrées Teneurs maximales
admissibles (ug/kg)
Aflatoxines totales (B1, B2, | Toutes les céréales et tous |es 4
produits dérivés des céréales, y
G1, G2) . : -
compris les produits de céréales
transformés
Déoxynivalénol Céreales destinées a la 750

consommation humaine directe,
farine de céréales [y compris |la
farine de mais, le mais moulu et le
gruau de mais, son en tant que
produit final mis sur le marché
pour la consommation humaine]
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Pates (séches) 750

Pain (y compris les petits produits 500
de  boulangerie), patisseries,
biscuits, collations aux céréales|et
céréales pour petit déjeuner

Fumonisines Farine de mais, mais moulu, gruau 1000
de mais, germe de mais et huile| de
mais raffinée
Aliments a base de mais destinés a 400
la consommation humaine directe,
a I'exception des aliments figurgnt
aux points
Préparations a base de mais| et 200
aliments pour bébés destinés aux
nourrissons et enfants en bas age

Matériel et méthodes

|.  Enquéte sur les conditions de vente et de commerbgation du
pain
Au niveau des zones de production des pains notatne®boulangeries, la premiéere cause de
contamination du produit finis résulte généraleméed mauvaises conditions de stockage de la
matiere premiére, ainsi qu’a différentes actesrdduyxtions avant sa distribution, ceci se répercute
négativement sur ces produits finis et bien évidemtnsur la santé du consommateur, il est donc
indispensable de surveiller tous les éléments guivent étre responsable de la contamination du

pain.

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214




Université Sidi Mohammed Ben Abdellah 3 ,
: ;@) Faculté des Sciences et Techniques % :
f;§? www.fst-usmba.ac.ma

FST FES
La présente étude a été conduite dans une optghaitjue et macro-économique, ceci permet une
lecture spécifique sur les conditions de venteeet@mmercialisation du pain au niveau de la ville

de FES. Pour se faire, 'enquéte a été réalisékefdmais d’'un questionnaire.

o Période d'étude

Cette étude a été réalisée pendant une périodeestiiétendu entre Janvier 2014 et Avril 2014.

o Matériel

Un questionnaire a été établi par Excel 2007 ésétilans cette enquéte (voir annexes).

ll.  Analyse fongique des échantillons de produits cérers

1. Echantillonnage

Trente-trois (33) échantillons de produits a basecéréales dont les pains (n=21), farines
(n=5), biscuits (n=5) et semouldeblé (n=2) ont été collectés pendants une pédedguatre mois.
Les échantillons de sous produits céréaliers anpétlevés aupres de différents points de vente :
grande surface, boulangerie, épiciers enfonctienndarques de ces produits que ca soit marques
locales ou importéset sont répartis sur différgui@rtiers et endans le but d’avoir une hétérogénéit
des prélévements.

Les échantillons ont été prélevés dans des sailestt acheminés au laboratoire « Molécules
Bioactives de la Faculté des Sciences et Technig&es » ou ils ontmaintenus a une température
de 4°C jusqu’a leur analyse.

Les analyses microbiologiques ont été focaliséedasvecherche des levures et moisissures,
qui représentent I'empreinte de la contaminatiorgique (Larpent J. etl., 1997).

2. Préparation de la suspension meére

La suspension mere a été préparée en dispersagttgvammes de chaque échantillon de sous
produits de céréales dans 180 ml de la solutiorehv@® (0,05%) (Tabuc C. ak, 2007).

3. Isolement des levures et des moisissures (NM 0823}

L’isolement des levures et des moisissures a @g@gar étalement d’un volume de 0,1 ml de la

suspension mere dans une boite de pétri contemamtieu gélosé approprié pour chague germes.
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o Isolement des moisissures : utilisation du mili@logé dextrosée a la pomme de terre ou

FST FES

milieu PDA (voir annexes) auquel s’ajouté le chiopdénicol (25ug/ml) afin d’'inhiber toute
croissance bactérienne. L'incubation des boitesnesiscées est effectuée a 30°C pendant 3 &
7 jours.

o Isolement des levures :utilisation du milieu YPGleusabouraud (voir annexes), auquel est
ajouté le chloramphénicol (25pg/ml) afin d’inhilieute croissance bactérienne. L'incubation

est réalisée a 30°C pendant 48 a 72 heures.

3.1. Identification et caractérisation des levures etisissures isolées a partir des
dérivés de céréales
Une fois isolées, les levures et les moisissures parifiées par repiquages successifs sur un
milieu d'isolement convenable. Ensuite, les soudeasoisissures sont stockées sur gélose inclinée
(2% de I'extrait de malt et 2% d’agar) a 4°C. Celikes levures sont conservées dans le glycérolf

(50%) dans température de - 20°C ou sur gélosméwcte YPG (voir annexe).

3.1.1.dentification des moisissures
Apres ensemencement des moisissures sur le midduel® leur incubation a 25°C pendant une
semaine. L'identification du genre des moisissuregdé réalisée ainsi selon la clé d’'identification
d’André Breton par étude:

» Macroscopiqgue Morphologie, vitesse de croissance, couleuexdute du thalle.

» Microscopique Etudier I'organe de fructification des moisissuigsolés par une étude de la

forme du mycélium, du sporange aussi bien les té&niatiques morphologiques des spores.

» Caracteres physiologiquesitilisation des tests enzymatiques :

* Test catalase des moisissures
Catalase

2 HCr—our 20+ G

Ce test consiste a déposer une goutte d'une goldi I'eau oxygéné sur une lame et on y

dissocie la souche a tester dans la goutte paangs® Un dégagement gazeux aura lieu dans le ca$

d’'une moisissure catalase positif.
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3.1.2. Identification des levures

Université Sidi Mohammed Ben Abdellah 3 :
Faculté des Sciences et Techniques % :

L'identification des levures a été est basée 'analyse des caracteres morphologiques, et sur
I'étude de certains criteres physiologiques. Ceattgermination systématique est réalisée
conformément aux clés Kreger-Van Rij (Kreger-Vaperal., 1984).

a) Etude du mycélium
L'observation microscopique du mycélium a étéiséal aprés 10 jours d’incubation a 25°C. La

forme du mycélium est une caractéristigue impoetgmbur la détermination systématique des
souches.

b) Etude de la sporulation
Le mode de reproduction sexuée est l'un des pmanoi criteres dans la classification
systématique des levures.
» Levures ascosporogenes, rattachées aux ascomyogtels reproduction est assurée par des
ascospores qui sont des endospores.
» Levures ballistosporogenes, apparentées aux basidaies dont la reproduction est assurée
par des basidiospores qui sont des exospores.
» Levures imparfaits, rattachées aux deutéromyceadas alicun mode de reproduction sexuée
n’est défini. Ce groupe a deux affinités d’asconigs@t de basidiomycetes.
La forme des spores est évaluée par la cultursalgshes sur un milieu spécifique notamment le
milieu Mac Calary d’Adams (voir annexe). L’inculati se fait a 25°C pendant un mois. Les trois
formes de sporulation sont mises en évidence del’'aies observations microscopiques apres

coloration des spores avec le vert de malachite.

c) Etude des caractéres physiologiques

0 Test de réduction du tétrazolium
Ce test a été réalisé par étalement d’'un inocwontentré sur des boites contenant le milieu de
Sabouraud additionné de 0,1 g/l du 2, 3,5-tryph#ésiyhzolium, produit incolore avant
'ensemencement .Une réaction positive indiquard téaction du tétrazolium se traduit par une
teinte rose puis rouge plus ou moins intense de®rspeces. L’incubation se fait a 30°C pendant
24 a 48h(Chakiri M. edl., 2008 et Kreger-van Rij etl., 1984).

Sur ce milieu la couleur des colonies varie suiVaspéce de€andida:
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» Blanc creme Candida albicans

Blanc mat :Candidakrusei

Rose :Candidastellatoidea

Rouge :Candidaparakrusei

Rouge violet Candidatropicalis.

o Formation de pellicule
Le bouillon du milieu YPG est réparti a raison ®ial par tube de 18mm de diametre puis
stérilisé a 'autoclave a une température de 1z¥@ant 20 min. Ensuite, ce milieu est ensemencé
par 10ul d’'une préculture fraiche des différentmsches testées, les tubes ont été incubés a 37°(
pendant 48h. La réaction positive est représeng&elgp formation d’'un voile a la surface du
bouillon, ou d’'un anneau sur la paroi du tube @nipar la formation des deux (Chakri M.agt
2007).

0 Croissance des levures en fonction de la variatiaites
températures
Les souches de levures sont inoculées dans leurg culture Sabouraud ou YPG puis incubés
afin de caractériser leurs capacité de développesean différents températures 25°C ; 30°C ;
37°C et de 44°C pendant 24h.

o Test catalase des levures
Ce test consiste a déposer une goutte d’'une golake I'eau oxygéné sur une lame et on y
dissocie la colonie des levures a tester dansutteggpar une anse. Ensuite si un dégagement gazeuj

a lieu cela traduisant la présence de I'enzymdassahez les levure testé.

o0 Testamylase des levures
La levure capable d'utiliser I'amidon va sécrékes amylases, qui hydrolysent I'amidon :
Amylase
Amidep—» Maltose + Glucose
A partir des cultures fraiches de levures a testerensemence de chaque culture de levure suif
des boites contenant le milieu YPG additionné dmidon. Apres 48 heures d’'incubation a 30°C,

on fait la révélation de I'activité amylase.
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La révélation se fait par le mélange de:

* lodure de potassium............ccvveiiiiieiennnnnn. 30.
L o o [ 0,3g.
s Eaudistillée...........ccooviiii i 100ml.

Le lavage a été fait par I'eau distillé stérile.

lll. Etude de la contamination par mycotoxines

Les échantillons de sous produits de céréalesatéfieont également été analysés pour trois types
de mycotoxines différentes (aflatoxines, déoxyréwmal, fumonisine) en utilisant le test d’ELISA

par compétition.

1. Principe générale
Le principe de la détermination des mycotoxinesbesg sur leur extraction a partir des différents
échantillons de sous produits de céréales par lwargoapproprié et leur dosage en utilisant la
technigue immunoenzymatique.
Le dosage des mycotoxines dans les différents &ttbas de sous produits de céréales collectés a
éte réalisé par deux types de tests ELISA:
» Test ELISA indirect par compétition : pour le dosalgs aflatoxines et déoxynivalénol.

« Test ELISA direct par compétition : pour le dosdgda fumonisine.

2. Dosage des aflatoxines

Il s’agit d’une réaction antigéne-anticorps, d@s anticorps de captures dirigées contre un tpe

mycotoxine sont fixés sur les puits de la plaquenderotitration.Par I'addition de I'extrait de

hY

'échantillon a analyser et une quantité détermdién type de mycotoxine conjugué a la

peroxydas€AFT-PX) donné par le kit, les deux molécules (mgsine suspectée présente dans I'échantillon et la
mycotoxine marquée donné par le kit) entrent enpaiition pour un méme anticorps anti-aflatoxine. doenplexe
anticorps antigéne est révélé par I'addition d'ubsirat chromogéne qui est le 3,3', 5,5'-tétranibtnzidine (TMB)
ou une coloration bleue s’apparait, une solutiar@t est alors ajouté apres une incubation datgup d’ELISA a 30°

pendant 20 & 30 minutes. La mesure de I'absorbastoetalisée par spectrophotométre a450tiisant un lecteur

Faculté des Sciences et Techniques - Fés
[=] B.P. 2202 — Route d’'Imouzzer — FES
& 0535602953 Fax: 0535608214




Université Sidi Mohammed Ben Abdellah - ,
Faculté des Sciences et Techniques : %

www.fst-usmba.ac.ma

___________________________________________________________________________________________________ FST FES

de plagues a 96 puits (Labsystems Multiskan MSaR) La concentration d'aflatoxine dans I'échantillon

est inversement proportionnelle a I'absorbance.

Pour le dosage des aflatoxines dans les échastilldb® sous produits de céréales, un kit de tedtl8%& a été utilisé
(RIDASCREEN® Aflatoxin Total, Germany).

L'extraction et le dosagedes trois types de mydatx (aflatoxines, déoxynivalénol et fumonisine} été réalisés

selonles instructionsdu fabricant.

2.1.Préparation des extraits

Deux grammes (2g) de I'échantillon de sous prodiéitgaliers ont été solubilisés dans 10 ml de méthzd % et
homogénéisée pendant 10min. L'extrait obtenu #sé¢ f travers du papier Wattman. Cent microlitceitirat obtenu

est dilué dans 6Q0 du tampon donnée par le kit.

2.2.Dosage des aflatoxines

Cinguante microlitres d’anticorps dilué au ¥z danstampon BBS sont répartis dans chaque puits de la
plague d’ELISA. Cette derniére est ensuite incutée heure a 30°C. Apres trois lavages par le tampon
BBS, 5Qu! du filtrat de I'échantillon dilué au 1/7eme etH@u conjugué sont ajouté dans chaque puits de la
plaque. Une incubation est faite une heure a 3Q3@s\trois lavage par le tampon BBS, 4D8u substrat /
chromogene (TMB) est additionné. Ensuite la plagse incubéependant trente minutes a 30°C. Cent
microlitres de la solution d’arrét de la réacticst ajouté. La mesure de I'absorbance est réaliaéeip

spectrophotométre a 450r(loabsystems Multiskan MS, Finland).

3. Dosage de déoxynivalénol
Pour le dosage de déoxynivalénol, un kit test 8sés (REDASCREEN® FAST DON). Les instructions thbricant

ont été suivies pour la préparation des extraits dbsage de déoxynivalénol.

3.1.Préparation des extraits

Cing grammes (5g) de I'échantillon de sous prodiéscéréales ont été solubilisés dans 25 ml de ItBstillé et

homogénéisés pendant trois minutes. L'extraitrubtsst filtré a travers du papier Wattman.

3.2.Dosage de déoxynivalénol

Cinquante microlitres d’anticorps dilué dtedans du tampon BBS sont répartis dans chaque gaitl plaque

d’ELISA. Cette derniére est ensuite incubée uneehalBO°C. Apres trois lavages par le tampon BBg] Hu filtrat de

I'échantillon dilué au 1/7eme et pDdu conjugué sont ajouté dans chaque puits dealgupl Une incubation est faite
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une heure a 30°C. Apreés trois lavage par le tanB®8, 10« du substrat /chromogéne (TMB). Ensuite la placte e

incubée pendant trente minutes a 30°C. Cent mimgslde la solution d’arrét de la réaction est @jola mesure de

I'absorbance est réalisée par un spectrophotoraéts® nm(Labsystems Multiskan MS, Finland).

4. Dosage de la fumonisine
Pour le dosage de la fumonisine dans les écharttillie sous produits de céréales collectés, un kit
de dosage de la fumonisine a été utilisé (Agrat @amRomer Lab, Ferland).

Les étapes de la préparation des extraits et cageasont données par le fabricant.
4.1.Principe du test

Le dosage de la fumonisine se fait par la teclnj&LISA direct par compétition.

La fumonisine est extraite a partir des échantllotle produits céréaliersen utilisant le
méthanol70%. Les extraits dilués mélangésavec njugoé de la fumonisine marqué a peroxydase
et déposées dans des puits de microtitration revianticorps. La molécule de Fumonisinecontenu
dans les échantillons et les standards de con#dteent en compétition avec la fumonisine
conjugué pour les mémes sites de liaison d'antscofprés une étape de lavage, un substrat
d'enzyme (TMB) est ajouté et une couleur bleuet sléseloppée. L'intensité de la couleur est
inversement proportionnelle a la concentrationutednisine dans I'échantillon ou dans le standard.
Une solution d'arrét est ajoutée. L’absorbance néeswest mesuré par un spectrophotométre a 450

nm.

4.2.Préparation des extraits

Vingt grammes de I'échantillon de sous produitscéeéales ontété ajoutéa 100 ml de la solution dietibn
(méthanol70%), le produit obtenu est par la suitdangé pendant 3 minutes. L'extrait est par laesfiitré par un

papier Wattman puis dilué au 1719 avec de I'eau distillée.

4 .3.Procédure du test

Soixante-dix microlitres du conjugué de la fumamésdonné par le fabricant eti@8e I'échantillon de sous produits de
céréales dilué ou de standard sont répartis deaguehpuits de la plaque d’ELISA.Cette derniéreeestite incubée
une heure a 30°C. Apreés trois lavages par le tarB@B$,10GQ:! du substrat / chromogéne (TMB) est ajouté 1@k la
solution d’arrét de la réaction est ajouté aprésinoubation une heure a 30°C. La mesure de I'bbsme a 450nm a

été réalisée par un spectrophotometre.
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5. Etude de l'effet de quelques traitements biologiges sur de la réduction de
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la concentration des aflatoxines

5.1.Effet couplé de la fermentation et de tempéeatu

La méthode de fermentation que nous avons adoptézke effectuée dans le milieu rurale et
urbain au Maroc avec de légeres modifications aisdes proportions en inoculum selon le
protocole introduit par Faid af. (1994). Trois échantillons de farine ont été séildans cette essais
(FO02, FOO03 et FOO4) et qui sont analysés au poieajar la méthode d’ELISA pour la recherche

des traces d’aflatoxines.
Les patesde farines utilisées dans I'essai sopiapéés en mélangeant dix grammes de farine auguajaité 0,2

grammes de levure et 6ml de I'eau distillé chauffé®°C. La pate est bien pétrie puis cuite.

5.2.Effet de la digestion

Pour étudier I'effet de la digestion sur la rédostde la concentration des aflatoxines, trois éiillams différents de

pains P005, P014 et PO2ydt été choisis aléatoirement, pour les quellegrotocole d'étude cet effet a été suivit.

 Mode opératoire

Dix grammes de I'échantillon de pain ont été ajau) mg de la pepsine et 100ml du PBS a pH=3
et. Le mélange a été centrifugé dix minutes a 306tin aprés son incubation deux heures a 37°C.
Un volume de 3,5 ml du surnagent a été ajouté anb,&u méthanol pur et 10@ de la solution
obtenu a été meélangé avec G0@u tampon de dosage des aflatoxines totalegl 80 mélange a

été utilisé pour le dosage des aflatoxines pardthode d’ELISA par compétition.
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Résultats

|.  Enquéte sur les conditions de vente et de commerbgation du
pain

Dix-neuf points de vente du pa appartenant a sept quartiers (quartier EI Mellagnt@ ville,

quartier Allal El Fassi, quartier Saada, Hay Al WdaNarjis, Hay Al Amal Saiss et quartier Mc

Fleuri) (photo 1l)au niveau de la ville de Fés, ont été I'objet d'@emguéte d’étude de la alité

hygiénique, pour cela un questionnaire a été epmhlr évaluer le pourcentage de confor (voir

annexe).
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Photo 1: Quartiers visités au cours de la période d’erg

1. Analyse du niveau de conformit
L’'analyse du niveawle conformité de boulangeries visitées, a été diengu les réponses des

responsabledes services aux questions pos

1.1.Locaux

Afin d’éviter la contamination croisée et I'atteand la sécurité des produits commerciali
le contréle de la conformitées locaux et des installations des boulanc restent des étapes
importantes afin de diminuer les risques d’anornsa

L'observation de la conformité des locaux au nivems zones de production du pe
montre que le pourcentage de conformitélocauxsanitaire reste satisfaisante qui est de I'ordre
60%, par ailleurs la non conformité des locaux d’'gpdssge et de préparatid’aliment qui et de
I'ordre 23,52% (Figure 2).

E Pourcentage de conformité

60%

23,52%

Locaux sanitaire Locaux d’entreposage et
de préparation d'aliment

Figure 1:Conformité des locaux des zone! production du pai
1.2 Entretien et nettoyay

Les espacede la zone de producti destinés aux aliments doivent étre propres etdr¢retenus
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d’'une partet les espaces réserves a la fabrication et anta @autre part.Un entretien efficace ¢
garantir le bon état de l'infrastructt

Au niveau des boulangeries visitées, la conforahi® surfaces de travail et de vente reste médi
(44,44% et36,84% respectivement), par ailleurs I'entreties déchets de ces zone est satisfa
(70,58%) (Figure 3).

# Pourcentage de conformité

70,58%

36,84%

Surfaces d Surfaces de Gestion des
travail vente déchets

Figure 2:Entretien et nettoyage des zones de prodi
1.3Hygiéne du personr

Afin de pouvoir fabriquer des produiboulangers sains et sans risques, il faut qu’iit yman
seulement une production sécurisée mais égalenmenhygiéne suffisante. En plus d’'une bo
hygiéne des locaux, des matériaux et des appdikilgiene personnelle revét également toute
importance. En effet, ro peut amener des mi~organismes ou provoquer une contamina
physique avec des mains sales, des vétementsvaé sauillé:...etc.

L’hygiene du personnel au niveau des boulangernigigegs est satisfaisante ainsi que le
comportement (le fait de se moucher, toucher dalieté ou de fumer) au cours de la manipule
de l'aliment est a 100% conforme, aussi que la netépcorporde et celle des vétements ¢
appréciable (78,94% et 89,47% respectivement) (Eigu
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E Pourcentage de conformité

0
89,47% —

78,94%

27,77%

Propreté Propreté de Comportement Présence de
corporelle des vétements de des ouvriers gants chez le
vendeurs vendeurs et/ou les vendeurs

vendeurs

Figure 3:Hygiene du personnel

1.4Entreposage de la matiere premi

L’entreposage des aliments devraient étre concaredtruit de maniera protéger efficacement

les alments contre la contaminatiendant le stockage et diduire au minimum la détériorati

des produits alimentairggr le réglage de la température et de I'hum

L’application de techniques de stockage adaptéesgiai faciliter le contréle concernant u

éventuelle présence de nuisibles.

Généralement, la méthode d’entreposage de la mairémiére dans les zones de produc

du pain a été satisfaisante, puisqu’on trouve 8386 de ces boulangeries séparent Idérents

types de matiére premiere, ainsi le contréle denfildité et de la température dans les zone

stockages de la matiére premiére est appliqué (X08% respectivement) (figure
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# Pourcentage de conformité

100%

83,33% 83,33%

60%

Endroit  Séparation de Controle de la Contrdle de
spécifique dedifférents types température 'humidité dans
stockage de la de matiére dans les zonesles zones d

matiere premiére de stockage  stockage

premiére

Figure 4:Conformité des méthodd’entreposage de la matiére prem

2. Qualification de la qualité de I'environnement de tavail
L’enquéte mené pour I'état des lieux montre quedercentage de conformitépour les cing
programmes d’hygiénes est 88,47 % pour les mains d’'ceuvre, 83% pourla matiére premiere,
78,47 % pour la méthode, 4B2pour leles milieux et 23,52% pour le matériel (figure

100 =&—Pourcentage de conformr

Matériel Méthode

Mains Matiere
d'ceuvre premiéere

Figure 5:Analyse de conformité des programmes d’hygi
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Analyse fongique

1. Isolement de la flore fongiquea partir des produits céréaliers

issus des différents points de ver
Sur 33 échantillons analysés 61% sont révélés oataminés par la flore fongique, 24% s
contaminés par des moisissures, 9% sont contaiparédes levures et 6% sont contaminés ois
par des moisissures et des levt
Les résultats de I'analyse de la fldfongique des souproduits de céréalesont présentés dans

lafigure 6.

= Non contamin

= Contamination par les levur
seules

Contamination par de
moisissures seul

Contamination a la fois par I
moisissures et les levu

Figure 6: La flore fongique isolé a partir des produits de céréacollectés

2. Caractérisation de la microflore isolée des produg a base dt

céréales

2.1ldentification des moisissut

Les résultats deitlentification des souchede moisissuresont indiqués danla figure 7. Cette
identification a permis de dévoiler que I'espeAspergillus nigetlomine avec 57,14 %.E
deuxieme lieu, se positionnent les espéPenicillium notatumet Penicillium.sj et Fusarium.spui

représentent un pourcentage de29% pour chaque espece (figure 7).
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50,00% -

40,00% -

30,00%

Pourcentage

20,00% -

10,00% -

0,00%

Aspergillus  Penicillium  Penicillium.sp Fusarium.sg
niget notatum

Figure 7:Espéces de moisissures identifiées

Parmi les souches identifiées principaler (de droite a gauche)Aspergillus nige, Penicillium sp

et Fusarium sp

“®0A
3
SH104le!k

Photo 2 Quelques especes de moisissures isolées agestproduits de céréa

2.2ldentification des levurt

Les résultats de itlentification des souch delevuressont indiqués dans la figur7. Cette
identification a permis de dévoiler que I'esg Debaryomyces sipmine ave®0 %. En deuxiéme
lieu, se positionnent les espeGeotrichumcandidufphoto 3) etCandida squi représentent un

pourcentage de 20 pour chaque espece (figi8).
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Figure 8:Espéces de levures identifiées

lll. Dosage des mycotoxines dans léchantillons

1. Dosage des aflatoxine
Les échantillonsde sous produits de céréalont été analysés par la méthode EL par
compétition. Pour le dosage des aflatoxines dasgckantillons, un kit de tetRIDASCREEN®
(« R Biopharm AG », Allemagnea été utilisé pour I'analyséa quantification de ces molécula
nécessitd’élaboration d’'une courbe d’étalonnage en faisgppel a des standards des aflatox
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contenant différentes concentrations ( figure @p.densité optique a été mesurée a 450 nm enf

utilisant un lecteur de plaques d’ELISA a 96 pu(itsbsystems Multiskan MS, Finland).

Remarque: 1ppb= 1ug/Kg

120
100 &
80 &
60
40 —
20

O f T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Concentration d'aflatoxine en ppb

Pourcentage d'absorbance

Figure 9: Courbe d’étalonnage pour le dosage des aflatoxatakes

Selon le dernier rapport de la commission europgemublieé le 19 décembre 2006

(Reglement (CE) N ° 1881/2006) portant sur la fomtde teneurs maximales des mycotoxines
dans les céréales, la limite maximale d’aflatoxdaas les produits céréaliers transformés est fixée
4ppb.

Les résultats obtenus ont montré que 96,96% d'éitloais analysés par la technique ELISA par
compétitioncontiennent des taux [I'aflatoxines sigué a cette norme, ce qui nous permet de
déduire gu’un certains nombre de conditions envieomentales notamment de la température et de
'humidité au cours de la culture ou du stockage famorisé le développement des moisissures

toxinogenesresponsables de la sécrétion de cetéznmtoxique (tableau 7).
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Tableau 7: Analyse des aflatoxines dans les sous produitedales

Echantillon Concentration d’aflatoxine en ppb | Conformité de I'échantillon
Pain

PO01 88,02 Non conforme
P002 103,35 Non conforme
P003 72,69 Non conforme
P0O04 48,16 Non conforme
P0O05 140,14 Non conforme
P006 56,33 Non conforme
POO7 86,99 Non conforme
P008 83,93 Non conforme
P009 72,69 Non conforme
P0O10 61,44 Non conforme
PO11 43,04 Non conforme
P0O12 64,51 Non conforme
P0O13 62,46 Non conforme
P014 104,37 Non conforme
PO15 48,16 Non conforme
P0O16 61,44 Non conforme
PO17 86,99 Non conforme
P0O18 73,71 Non conforme
P0O19 111,52 Non conforme
P020 117,66 Non conforme
P021 137,08 Non conforme
Farine

FOO1 152,41 Non conforme
F002 154,45 Non conforme
FO03 104,37 Non conforme
F004 138,1 Non conforme
FO05 0 Conforme
Biscuits

BOO1 121,01 Non conforme
B002 115,9 Non conforme
B003 113,86 Non conforme
B004 126,12 Non conforme
Semoule de blé

S001 119,1 Non conforme
S002 106,7 Non conforme
Produit a base de mais

MO001 | 122,03 | Non conforme
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2. Dosage de déoxynivalénol

FST FES

Les échantillons ont été analysés par la méthodisAlLpar compétition. Pour le dosage de
déoxynivalénol dans ces échantillons.Un kit dée RIBASCREEN® (R —Biopharm FAST DON,
Allemagne) a été utilisé pour l'analyse. La quacdiion des molécules de déoxynivalénol a
nécessité I'élaboration d'une courbe d'étalonnage faisant appel a des standards de
déoxynivalénol contenant différentes concentratipfigure 10) . La densité optique a été mesurée
a 450 nm en utilisant un lecteur de plaques d’ELI&A6 puits (Labsystems Multiskan MS,
Finland).

120
3
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Q
©
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c
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Concentration de DON en ppb

Figure 10: Gamme d’étalonnage de DON

Selon le dernier rapport de la commission europgemublié le 19 décembre 2006
(Reglement (CE) N ° 1881/2006) portant sur la fomtde teneurs maximales des mycotoxines
dans les céréales, la limite maximale de déoxyénaldans céréales destinées a la consommatior
humaine directe y compris les farines de céréalefxe a 750 ppb.

Pour les pains, les biscuits, le taux maximal dexgiéivalénol doit étre inférieur a 500ppb.

Les résultats obtenus ont montré que 42,42% (14andédions positifs parmi 33 échantillons)
présentent une concentration de déoxynivalénol cesmpntre 3ppb et 101 ppb.

En effet, 100 % de ces échantillons positifsprésgntin taux de déoxynivalénol inférieur a la

norme européenne (tableau 8).
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Tableau 8: Analyse de déoxynivalénol dans les sous produitgdéales

Echantillon Concentration de déoxynivalénol en Conformité
_ ppb
Pains
P0O01 63,64 Conforme
P002 59,98 Conforme
P0O03 0 Conforme
P0O04 0 Conforme
P0O05 0 Conforme
P0O06 0 Conforme
P0O07 0 Conforme
P0O08 0 Conforme
P0O09 0 Conforme
P0O10 0 Conforme
PO11 0 Conforme
P012 17,88 Conforme
P013 3,81 Conforme
P014 0 Conforme
P0O15 0 Conforme
P0O16 0 Conforme
PO17 22,1 Conforme
P018 0 Conforme
P0O19 0 Conforme
P020 0 Conforme
P021 5,68 Conforme
Farines
FOO1 0 Conforme
F002 0 Conforme
F003 0 Conforme
FO004 0 Conforme
FO05 101,46 Conforme
Biscuits
B00O1 52,12 Conforme
B002 47,9 Conforme
B0OO03 54,46 Conforme
B004 52,6 Conforme
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Semoules de blé

S001 43,67 Conforme
S002 59,62 Conforme
Produit a base de mais

M001 | 8,97 | Conforme

3. Dosage des fumonisines
Les échantillons ont été analysés par la méthodéSALpar compétition. Pour le dosage
desfumonisines dans ces échantillons, un kit d& #sgraQuant® ((Romer Laboratory
Inc.,Singapore), a été utilisées pour I'analyse. dentification de ces molécules a nécessité
I'élaboration d’'une courbe d’étalonnage en faisgpyel a des standards de la fumonisine contenang
différentes concentrations (figure 11). La denspéique a été mesurée a 450 nm en utilisant un
lecteur de plaques d’ELISA a 96 puits (Labsystenudtiskan MS, Finland).
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Figure 11: Gamme d’étalonnage pour le dosage de fumonisine

Selon le dernier rapport de la commission europgemublié le 19 décembre 2006
(Reglement (CE) N ° 1881/2006) portant sur la fomtdes teneurs maximales des mycotoxines

dans les céréales, la limite maximale de fumonilEadarines de céréales est fixés a 1000 ppb.
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Les résultats obtenus ont montré que 72,72% desnélions analysés sont contaminés par la

FST FES

fumonisine dans un intervalle compris entre 4,% @b 489,01 ppb, toutefois, 100 % de ces
échantillons contaminés présentent un taux de fisime est inférieur a la norme européenne fixé

par la commission européenne (tableau 9).

Tableau 9: Analyse de fumonisines dans les sous produits dales

Echantillon | Concentration de fumonisines en ppb | Conformité
Pains

PO01 21,97 Conforme
P002 0 Conforme
P0O03 60,6 Conforme
P004 51,7 Conforme
P0O05 87,34 Conforme
P0O06 0 Conforme
P0O07 0 Conforme
P0O08 0 Conforme
P0O09 0 Conforme
P0O10 0 Conforme
PO11 0 Conforme
P012 50,2 Conforme
P0O13 82,88 Conforme
P014 48,72 Conforme
P0O15 0 Conforme
P016 88,08 Conforme
P0O17 4,9 Conforme
PO18 105,17 Conforme
P019 109,63 Conforme
P020 120,77 Conforme
P021 133,4 Conforme
Farines

FOO1 57,63 Conforme
F002 91,8 Conforme
FO03 37,57 Conforme
F004 107,4 Conforme
FO05 489,01 Conforme
Biscuits
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Conforme
Conforme
Conforme
B004 4491 Conforme
Semoules de blé
S001 40,68 Conforme
S002 0 Conforme
Produit a base de mais
M001 | 23,76 | Conforme

V. Effet de quelques traitements biologiques sur laéduction de

la concentration des aflatoxines

1. Effet couplé de la fermentation et de la températe
Trois échantillons de farines ont été choisis péudier I'effet couplé de la fermentation et de
température incluant a la fois les échantillonsZ@D03 et FO04. Ces trois échantillons de farine
gue nous avons utilisée dans cet essai sont asafysérealable par la méthode d’ELISA par
compétition pour la recherche des traces d’aflates
Dans I'échantillon FO02, la concentration d’aflatexavant le traitement a été de I'ordre de 154,45
ppb, aprés la cuisson cette concentration a ététedoour atteindre 17,5 ppb, soit une réductien d
88,6%. Le méme effet de ce traitement a été remdappur les autres échantillons, puisqu’on
remarque pour I'échantillon FO03, la concentratiGaflatoxine a passé de 104,37 ppb a 29,8 ppb,
soit une réduction de 71,3% ; pour I'échantillonO&Qla concentration d’aflatoxine a passé de
138,1 ppb a 0 ppb soit une réduction de 100% @Edi).
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Figure 12: Etude de I'effet de cuisson pour la réduction deolacentration d’aflatoxir

2. Effet de la digestior

Trois échantillons du pain, ont été choisis poudir I'effet de la digestic sur la réduction d de

concentration I'aflatoxine : P005, P014 et P

Une trés faible réduction d’aflatoxines dans lebaédtillons a été observéeprés traitement,

puisqu’on remarque que pour I'échantillon POO5dduction est de I'ordre de 1.02% passan
140.72 ppb a 139.28 ppb apres traiten
Concernant I'échantillon P014, la réduction a é&él'drdre de 22,94% passant de 145,06 p|
111,78ppb, et pour I'échantillon P021 la concentratioafidtoxine a resté stable sans aucun

de la digestion (figure 7).
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Figure 13: Etude de I'effet de la digestion sur trois écHbomts différents de pai

Discussion

La présente étude a pour objectif d'évaluer dargemier temps la qualité hygiénique de quelc
zones de production des pains au niveau de laré@gores, pour ce faire nous avons prépat
guestionnaire afin de mettre en évidel’hygiéne des magasins visités.

Les résultats obtenus montrent que le pourcentigeonformité a la fois pour les mains d’cet
(89,47%), pour la matiere premiere (83,33%) emntéshodes (78,47 %) est satisfaisante, tout:
la fréequence de conformitépour les milieux (41,2 %) et pour le matériel (Z23@ esl
moyennement ou parfois non satisfaie. Ces résultats pourraient nous faire penser gt
contamination des échantillons par les germes tiens notamment par la flore fongique p
provenir @& plusieurs conditions non hygiéniq surtout par la contamination croisée, et par I
d’hygiéne du lieu de production provenant essdatignt de I'environnement du milieu
production et du matériel souill

Dans un deuxieme temps, nous avons ué le niveau de contamination fongique de
échantillons collectés et nous avons identifiedsgeces de champignons isolés. Les résulte

cette analyse révele un niveau contamination des échantillons par I'espAspergillus niger
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étaient tres répandues (57,14%), et que le tamcidénce des espedessarium spp.Penicillium sp

et Penicillium notatumétait relativement faible (14,29%). En effet, mtamination des produits
céréaliers par la flore des moisissures inclus cppalement trois principaux champignons
d'altération appartenant aux genfespergillus Penicillium Fusarium (Oliveira P.M. etl., 2013).

Une étude realisée par Joshaghani montre que pesaesss de moisissures les plus communément
isolés a partir des échantillons de blé étaispergillus niger(21,4%), suivie par I'espece de
Fusarium spp(17,8%) suivie paPenicillium spp(8,9%) (H.Joshaghani et,. 2013). En Iran, une
étude de EConkova en 2006 montre que la contamination fongidas échantillons de blé
collectés a partir de deux provinces differentesitngotoujours la dominance de trois especes de
moisissures notammeAspergillusspp,Fusariumspp etPenicilliumspp (E.Conkova etl., 2006).

Une étude Algérienne de Riba révele la haute frécpiele contamination des échantillons de blé
par les especes ¢eisarium Penicillium, et surtoutAspergillus(appartenant a la section Flaviens et
Nigri) (A Riba et al. 2008). La haute fréequencel'abondance des espece®sbergillus spp
pourrait étre due a une défaillance dans la prasluchlimentaire et/ou dans les méthodes de
conservation de la matiere premiere.

L’'analyse des produits de céréales pour leur nidemeontamination par les levures a révélé la
dominance de l'especBebaryomyces sg60%), suivie par les espec€andida spet I'espéce
Geotrichum candiduf20% pour chacun). En effet selon Joshaghani (2048)principales levures
qui peuvent étre présent dans les graines de edrétlans ses sous produits sont celle appartenar]
aux especeLandidg Cryptococcus Pichia, SporobolomycesRhodotorula et Trichosporon
(Joshaghani H.etl, 2013).

La présence des especes fongique notamment lesesspppartenant au genreAspergilus
Peniceliumet Fusariumdans les échantillons analysés, qui sont reconmmsne principales agents
sécréteurs des mycotoxines dans les denrées adiimeEniprincipalement les sous produits de
céreales, suggere la présence probable de cesutesiéaxique dans nos échantillons. Pour cela un
dosage de trois types de mycotoxines (aflatoxioeses, déoxynivalénol et fumonisine) par la
méthode d’ELISA par compétition a été réalisé. Boétude montre que plus de 96% des
échantillons présentent une tres haute concenirdée aflatoxines totales ( supérieur a 43 ppb) qui
reste largement supérieur a la norme ( 4 ppb) fpar la commission européenne publié le 19
décembre 2006 (Reglement (CE) N ° 1881/2006).Celtatsest comparable a I'étude menée par

Igbal et al en 2014 ou 41% des échantillons deat&€sélu petit déjeuné analysés sont contaminés
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par les aflatoxines totales (AFdont 8% de ces échantillons présentent un talikgtupérieur a la
norme fixée par I'Union Européen en 2006 (Igbalakt2014). Une autre étude réalisée par
Soleimany (2011) ou 50% des échantillons de cé&éabalysés sont contaminés par les AFs (F.
Soleimany eal., 2011).

Les résultats du dosage de déoxynivalénol ont raanie 42,42% présentent une concentration de
déoxynivalénol comprise entre 3 ppb et 101 ppb d66t% des échantillons positifsprésentent un
taux de déoxynivalénol inférieur a la norme euesp®, ces résultats sont tres proches de celuil
rapportés par Yanshen en Chine ou 52,5% des ébbamtde céréales commerciales analysés
présentent une concentration de DON comprise éhjppb et 534 ppb qui resteau dessous des
limites maximum fixés par UE (Yanshen Lat 2011, European Commission,2006). Une autre
étude réalisée au Maroc par Ennouari montre suécBiantillons de céréales montrent que Les
résultats des analyses ont montré que 9 échastijarmi 81 échantillons au total (11,1%) ont été
contaminés par le DON dont les niveaux de DON diegchantillons positifs ont varié entre 65 et
1310 ppb (Ennouari A. e, 2012).

Les résultats de dosage de fumonisine dans lesniltdres, ont révélés que 72,72% des
échantillons analysés sont contaminés par la fismendans un intervalle compris entre 4,9 ppb et
489,01 ppb, toutefois, 100 % de ces d’échantillomstaminés présentent un taux de fumonisine
inférieur a la norme européenne fixé par la comionss
européenne(Réglement (CE) N ° 1881/2006). Eneffes rapports précédents de la Bulgarie et
d'autres pays européens décrivent I'occurrencEusarium moniliformedans des échantillons de
céreales infectées en Bulgarie, ce qui suggereotanfiel de la présence des fumonisines dans les
grains de céréales (Radostina Make2013).

Trois échantillons de farine (FO02, FO03 et FOQ#) &ié choisis pour I'étude de I'effet de cuisson
(incluant effet de la température et de la ferm@mades levures), pour lesquels le dosage au
préalable des aflatoxines a été réalisé. En dffglupart des mycotoxines sont relativement stable
a la chaleur (température comprise entre 80 et@RIfonc il 'y a pas de destruction se produit
dans des conditions normales de cuisson (Milicevial., 2010). La stabilité des mycotoxines lors
de la transformation des aliments a été examinée titude de Bullerman & Bianchini (2007).
Toutefois, la réduction de la concentration deatadines par la voie fermentaire peut expliquer la
diminution de la concentration des aflatolxines sd&s produits testés. Une étude de Mokoena

indiquant l'effet marquant de la fermentation dextbries lactiques sur la réduction de facgon
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significative la concentrations des deux mycotogiffamonisin B1 and zearalenone) dans le mais.
Cependant, une telle réduction ne peut pas modigemaniére significative les effets toxiques
possibles de ces toxines (Mokoena MP, 2005). Lettel I'effet de la digestion, n’a révélé aucun
effet sur la réduction de la concentration dest@fiaes dans les échantillons de pains, cependant
aucune étude n'a montré une relation entre cet effela réduction de la concentration des

mycotoxines dans les aliments.

Conclusion et perspectives

Les principaux objectifs de cette étude étaierat fois d'évaluer la qualité hygiénique de quelques
zones de production au niveau de la ville de Fear Bela un questionnaire a été préparé afin de
mettre en évidence le niveau de conformité de oasszet pour avoir une idée sur la salubrité du

pain.

Dans un deuxieme temps, nous avons collectés demntltons aupres de différentes points de
vente afin d’évaluer la flore fongique des sousdpits de céréales. Au méme temps, nous avons
évalué le niveau de contamination par les mycotxirEt finalement, nous avons effectué une
étude de quelques parameétres physico-chimiquesapbwawoir un effet sur la réduction de la

concentration des aflatoxines.
L’ensemble de cette étude nous a permis de tisecdastatations suivantes :

o La qualité hygiénique de boulangeries visitées igaau de la région de Fés, dépend de la
conformité des cing programmes d’hygiéne, ou nasis constaté la non-conformité des
milieux et du matériel utilisé, qui peut étre arigpne d’'une contamination des produits

finis.
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o Une trés haute contamination de la plupart desrditioas de sous produits de céréales par
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les aflatoxines totales, avec des concentrati@sséleveés qui dépassent les limites fixés par
la réglementation européenne.

o Une contamination de ces échantillons, par le yéwoalénol pour certains échantillons,
avec des concentrations au dessous des normepéxé&sréglementation européenne.

o Une contamination de ces échantillons, par les fusmes, ou leurs concentrations restent
au dessous des normes fixés par la réglementatiopé&enne.

o L’étude de I'effet de couplé de la digestion etladermentation a révélé un grand pouvoir
de réduction de la concentration des aflatoxines d@s échantillons de farine. Toutefois,
I'effet de la digestion n’a pas révelé un grandymiude réduction de la concentration des

aflatoxines dans les échantillons de pains.

En perspectives il serait intéressant d'élarggdemme des aliments a analyser (produits a base dq
mais, produits destinés aux enfants et aux béb&s$.dg rechercher d'autres toxines (Zéaralénone,
Ochratoxines). Il est également intéressant d'étuskkparément l'effet de la fermentation par les
levures sur la réduction de la concentration desoataxines dans les produits alimentaire
fermentés. Il est également intéressant d'étudielehré d'exposition de la population marocaine
aux mycotoxines en analysant ces toxines dangdeksijpsbiologiques en particulier dans le sérum.
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V. Evaluation des conditions de vente et de commercisation du

Université Sidi Mohammed Ben Abdellah ? é

pain

Au niveau des zones de production du pain notamiesriboulangeries, la premiére cause de
contamination du produit fini résulte généralemdaes mauvaises conditions de stockage de la
matiere premiere, ainsi qu’a différentes actesrddyrtions avant sa distribution , ceci se répercut
négativement sur ces produits finis et bien évideminsur la santé du consommateur, il est donc
indispensable de surveiller tous les éléments guvent étre responsables de la contamination duf
pain.
La présente étude a été conduite a pour objecé¥alller les conditions de vente et de
commercialisation du pain au niveau de la ville&=@S. Pour se faire, 'enquéte a été réalisée par le

biais d’un questionnaire.

o Période d'étude

Cette étude a été réalisée pendant une périodgestiétendue entre Janvier 2014 et Avril 2014.

0 Lieu de I'étude
Dix-neuf points de vente du pain appartenant & geprtiers (quartier EI Mellah, Centre ville,
qguartier Allal El Fassi, quartier Saada, Hay Al WdaNarjis, Hay Al Amal Saiss et quartier Mont
Fleuri) (photo 1) au niveau de la ville de Fes, étd I'objet d'une enquéte d’étude de la qualité
hygiénique, pour cela un questionnaire a été épahlr évaluer le pourcentage de conformité (voir

annexe 1).
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o Matériel

Un questionnaire a é&dabli par Excel 20( et utilisé dans cette enquéte (voir anr 1).

V. Analysefongique des échantillons de produits ceréealier

4. Echantillonnage

Trente-trois (33)échantillons de produits a base de céréales ds pains (n=21), farines
(n=5), biscuits (n=5) et semouldeblé (n=2) ont été collectés pendants une périodquatre mois.
Les échantillongle sous produits céréali ont été prélevés aupres de différents p de vente :
grande surface (n=2poulangeri (n=21), épiciers (n=103n fonction des marques de ces proc
gue cesoit marques locales ou impces et sont répartis sur différempsartiersdans le but d’avoir
une hétérogénéité des préleveme

Les échantillons ont été pegés dans des sacs stériles et achemir laboratoirc « Molécules
Bioactives de la Faculi@es Sciences eiechniques - Fes » ou ils sangaintenis a une température

de 4°C jusqu’a leur analyse.
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Les analyses microbiologiques ont été focaliséedasrecherche des levures et moisissures,
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qui représentent 'empreinte de la contaminatiorgique (Larpent edl., 1997).

5. Préparation de la suspension mere

La suspension meére a été préparée en dispersagtt giammes de I'échantillon de sous
produits de céréales dans 180 ml de la solutioneiv® (0,05%) (Tabuc at., 2007).

6. Isolement des levures et des moisissures (NM 08 ZB)
L’isolement des levures et des moisissures a @ gar étalement d’un volume de 0,1 ml de la
suspension mere dans une boite de pétri contemamtieu gélosé approprié pour chaque germe.

o0 Isolement des moisissures : utilisation du mili@logé dextrosée a la pomme de terre ou
milieu PDA (voir annexes) auquel s’ajouté le chiopdénicol (25 pg/ml) afin d’inhiber toute
croissance bactérienne. L'incubation des boitesnesiscées est effectuée a 30°C pendant 3 &
7 jours.

o Isolement des levures : utilisation du milieu YP®if annexe 2), auquel est ajouté le
chloramphénicol (25ug/ml) afin d’inhiber toute @®@ance bactérienne. L’incubation est

réalisée a 30°C pendant 48 a 72 heures.

6.1. Identification et caractérisation des levures etisigsures isolées a partir des
dérivés de céréales
Une fois isolées, les levures et les moisissures parifiées par repiquages successifs sur un
milieu d'isolement convenable. Ensuite, les soudeasoisissures sont stockées sur gélose inclinée
(2% de I'extrait de malt et 2% d’agar) a 4°C. Celles levures sont conservées dans le glyceérol (50

%) a - 20°C ou sur gélose inclinée de YPG (voirex).

6.1.1. Identification des moisissures

Apres ensemencement des moisissures sur le miléueP leur incubation a 25°C pendant une
semaine, l'identification du genre des moisissa&té réalisée ainsi selon la clé d’André Breton
par étude:

» Macroscopique Morphologie, vitesse de croissance, couleuexdute du thalle.

» Microscopique Etudier I'organe de fructification des moisissuigsolés par une étude de la

forme du mycélium, du sporange aussi bien les té&niatques morphologiques des spores.
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» Caracteres physiologiquesitilisation des tests enzymatiques :

+ Test catalase des moisissures
Catalase
2 H2©2—> 2 to + OZ

Ce test consiste a déposer une goutte d'une eoldeé I'eau oxygénée sur une lame et on y
dissocie la souche a tester dans la goutte paangs® Un dégagement gazeux aura lieu dans le ca

d’'une moisissure catalase positif.

6.1.2. Identification des levures
L'identification des levures a été est basée 'analyse des caractéres morphologiques, et sur
I'étude de certains criteres physiologiques. Ceattgermination systématique est réalisée

conformément aux clés Kreger-Van Rij (Kreger-VanpdRal., 1984).

d) Etude du mycélium
L’'observation microscopique du mycélium a étéiséal apres 10 jours d’incubation a 25°C. La
forme du mycélium est une caractéristigue impoetgmbur la détermination systématique des

souches.

e) Etude de la sporulation
Le mode de reproduction sexuée est l'un des mmanoi criteres dans la classification
systématique des levures.
» Levures ascosporogenes, rattachées aux ascomyogtels reproduction est assurée par des
ascospores qui sont des endospores.
» Levures ballistosporogenes, apparentées aux basidaies dont la reproduction est assurée
par des basidiospores qui sont des exospores.
» Levures imparfaits, rattachées aux deutéromycedas alicun mode de reproduction sexuée
n’est défini. Ce groupe a deux affinités d’ascongs@t de basidiomycetes.
La forme des spores est évaluée par la cultureaashes sur un milieu spécifique notamment le
milieu Mac Calary d’Adams (voir annexe). L’inculati se fait a 25°C pendant un mois. Les trois
formes de sporulation sont mises en évidence del’'aies observations microscopiques apres

coloration des spores avec le vert de malachite.
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f) Etude des caractéres physiologiques
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0 Test de réduction du tétrazolium
Ce test a été réalisé par étalement d’'un inocwontentré sur des boites contenant le milieu de
Sabouraud additionné de 0,1 g/l du 2, 3,5-tryph#ésiyhzolium, produit incolore avant
'ensemencement .Une réaction positive indiquarg téaction du tétrazolium se traduit par une
teinte rose puis rouge plus ou moins intense de®rspeces. L’incubation se fait a 30°C pendant
24 a 48h (Chakiri M. etl., 2008 et Kreger-van Rij etl., 1984).
Sur ce milieu la couleur des colonies varie suiVaspéce de€andida:

* Blanc creme Candida albicans

Blanc mat Candidakrusei

Rose :Candidastellatoidea

Rouge :Candidaparakrusei

Rouge violet Candidatropicalis.

o Formation de pellicule
Le bouillon du milieu YPG est réparti a raison ®al par tube de 18mm de diamétre puis
stérilisé a l'autoclave a une température de 1zi¥@lant 20 min. Ensuite, ce milieu est ensemencé
par 10ul d’'une préculture fraiche des différentmsches testées, les tubes ont été incubés a 37°C
pendant 48h. La réaction positive est représenégelg formation d’'un voile a la surface du
bouillon, ou d’un anneau sur la paroi du tube anlpar la formation des deux (Chakri M.akt
2007).

o Croissance des levures en fonction de la variatiates températures
Les souches de levures sont inoculées dans leurg culture Sabouraud ou YPG puis incubés
afin de caractériser leurs capacité de développesean différents températures 25°C ; 30°C ;
37°C et de 44°C pendant 24h.

o Test catalase des levures
Ce test consiste a déposer une goutte d’'une eoldi I'eau oxygénée sur une lame et on y
dissocie la colonie des levures a tester dansudeypar une anse. Un dégagement gazeux aura lieg

traduisant la présence de I'enzyme catalase cHexuee testée.
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o Testamylase des levures
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La levure capable d'utiliser I'amidon va sécrékes amylases, qui hydrolysent I'amidon :
Amylase
Amidepr—» Maltose + Glucose
A partir des cultures fraiches de levures a testerensemence de chaque culture de levure sur
des boites contenant le milieu YPG additionné dmidon. Apres 48 heures d’'incubation a 30°C,
on fait la révélation de I'activité amylase.

La révélation se fait par le mélange de:

* lodure de potassium..........covcviiiiiiiiinninenn. 30.
L (o o [ 0,3g.
e Eaudistillée............ccooiiiiiiii 100ml.

Le lavage a été fait par I'eau distillée stérile.

VI. Etude de la contamination par mycotoxines

Les échantillons de sous produits de céréalesatéfieont également été analysés pour trois
types de mycotoxines différentes (aflatoxines, gémsalénol, fumonisine) en utilisant le test

d’ELISA par compétition.

6. Principe générale

Le principe de la détermination des aflatoxingsasé sur leur extraction & partir des différents
échantillons de sous produits de céréales par lwargoapproprié et leur dosage en utilisant la
technique immunoenzymatique.

Le dosage des mycotoxines dans les différents éttbas de sous produits de céréales collectés
a été réalisé par deux types de tests ELISA:

» Test ELISA indirect par compétition : pour le dosatgs aflatoxines et déoxynivalénol.

« Test ELISA direct par compétition : pour le dosdgda fumonisine.

7. Dosage des aflatoxines
Il s’agit d’une réaction antigéne-anticorps, l@s anticorps de capture dirigés contre un typmgeotoxine
sont fixés sur les puits de la plaque de micrditdra Par I'addition a la fois de I'extrait de
'échantillon a analyser et une quantité détermdién type de mycotoxine conjugué a la
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peroxydaseAFT-PX), les deux molécules (mycotoxine suspeqiéésente dans I'échantillon et la mycotoxine

marquée donné par le kit) entrent en compétitioor p;m méme anticorps anti-aflatoxine. Le complerécarps
antigéne est révélé par I'addition d’'un substrabofogene qui est le 3,3', 5,5-tétraméthylbenzidif®B) ou une

coloration bleue s’apparait, une solution d’arrét alors ajouté aprés une incubation de la pladgelgA a 30°
pendant 20 a 30 minutes. La mesure de I'absorbestagalisée par spectrophotométre a 45@itiisant un lecteur
de plagues a 96 puits (Labsystems Multiskan MSaR) La concentration d'aflatoxine dans I'échantillon
est inversement proportionnelle a I'absorbance.

Pour le dosage des aflatoxines dans les échastilldb® sous produits de céréales, un kit de tedtl8%& a été utilisé
(RIDASCREEN® Aflatoxin Total, Germany).

La sensibilité du kit est de 1,75 pg/kg.

L'extraction et le dosagdes trois types de mycotoxines (aflatoxines, démaénol et fumonisine)ont été réalisés

selonles instructionslu fabricant.

7.1. Préparation des extraits

Deux grammes (2g) de I'échantillon de sous prodiéitgaliers ont été solubilisés dans 10 ml de méthzd % et
homogénéisée pendant 10 min. L'extrait obtenuikst & travers du papier Wattman. Cent microlittadiltrat obtenu

est dilué dans 60@ du tampon donnée par le kit.

7.2. Dosage des aflatoxines

Cinquante microlitres (50 pl) d’anticorps dilué ‘#udans le tampon BBS sont répartis dans chaque gheiit
la plaque d’ELISA. Cette derniére est ensuite igeubne heure a 30°C. Aprés trois lavages par lpdam
BBS, 50ul du filtrat de I'échantillon dilué au 1/7eme et/d0du conjugué sont ajoutés dans chaque puits
de la plaqgue. Une incubation est réalisée par ita@ sme heure a 30°C. Aprés trois lavage par lgptam
BBS, 100ul du substrat / chromogéne (TMB) est additionnéplamue ensuite est incubée pendant trente
minutes & 30°C. Cent microlitres (100 pl) de lausoh d’arrét de la réaction est ajouté. La megige

I'absorbance est réalisée par un spectrophotoraets® nn{Labsystems Multiskan MS, Finland).

8. Dosage de déoxynivalénol
Pour le dosage de déoxynivalénol, un kit test tlséI(REDASCREEN® FAST DON) dont sa sensibilitt aaférieur

a 0,2 mg/kg. Les instructions du fabricant ontstti&ies pour la préparation des extraits et le geske déoxynivalénol.

8.1. Préparation des extraits
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Cing grammes (5g) de I'échantillon de sous prodiéscéréales ont été solubilisés dans 25 ml de ItBstillé et
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homogénéisés pendant trois minutes. L'extraitmlotest filtré a travers du papier Wattman.

8.2. Dosage de déoxynivalénol

Cinquante microlitres d’anticorps dilué e dans le tampon BBS sont répartis dans chaque peitla plaque

d’ELISA. Cette derniére est ensuite incubée uneehau30°C. Apres trois lavages par le tampon BEBS5du filtrat
de I'échantillon dilué au 1/7eme et pD du conjugué sont ajoutés dans chaque puits diadpe. Une incubation est
faite par la suite une heure a 30°C. Aprés troiade par le tampon BBS, 100 du substrat /chromogéne (TMB).

Ensuite la plaque est incubée pendant trente ngrautg0°C. Cent microlitres de la solution d’arrétld réaction est

ajouté. La mesure de I'absorbance est réaliséaipapectrophotometre a 450 rilnabsystems Multiskan MS,
Finland).

9. Dosage de la fumonisine
Pour le dosage de la fumonisine dans les échartillie sous produits de céréales collectés, un kit
de dosage de la fumonisine a été utilisé (Agrat @afiRomer Lab, Ferland) dont sa sensibilité est
inférieur a 0,2 mg/kg.

Les étapes de la préparation des extraits et cagdasont données par le fabricant.
9.1. Principe du test

Le dosage de la fumonisine se fait par la technjELISA direct par compétition.

La fumonisine est extraite a partir des échantllde produits céréaliers en utilisant le méthanol
70%. Les extraits dilués mélangés avec le conjudpida fumonisine marqué a peroxydase et
déposées dans des puits de microtitration revétugiacbrps. La molécule de fumonisine contenu

dans les échantillons ou dans les standards debmntrent en compétition avec la fumonisine

conjugué pour les mémes sites de liaison d'anticofprés une étape de lavage, un substrat
d'enzyme (TMB) est ajouté et une couleur bleuet sléseloppée. L'intensité de la couleur est

inversement proportionnelle a la concentrationuhednisine dans I'échantillon ou dans le standard.

Une solution d'arrét est ajoutée. L’absorbancenesturé par un spectrophotometre a 450 nm.

9.2. Préparation des extraits

Vingt grammes de I'échantillon de sous produitscéeéales ont été ajouté a 100 ml de la solutioxtidietion
(méthanol 70%), le produit obtenu est par la smitdangé pendant 3 minutes. L'extrait est par ldesfiiré par un

papier Wattman puis dilué au 17 avec de I'eau distillée.
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9.3. Procédure du test

Soixante-dix microlitres du conjugué de la fumaméstdonné par le fabricant et @bde I'échantillon de sous produits

de céréales dilué ou de standard sont répartis claague puits de la plaque d’ELISA. Cette dernigse ensuite
incubée une heure a 30°C. Apres trois lavageseptanhpon BBS, 100! du substrat / chromogéene (TMB) est ajouté.
Par la suite 10p! de la solution d’arrét de la réaction est ajot@es une incubation une heure a 30°C. La mesure de

I'absorbance a 450 nm a été réalisée par un spéctometre.

10.Etude de l'effet de quelques traitements biologiges sur de la réduction de

la concentration des aflatoxines

10.1. Effet couplé de la fermentation et de la cuisson

La méthode de fermentation que nous avons adoptézke effectuée dans le milieu rurale et
urbain au Maroc avec de légeres modifications aisdes proportions en inoculum selon le
protocole introduit par Faid at. (1994). Trois échantillons de farine ont été sdii dans cette essai
(FO02, FOO03 et FOO4) et qui sont analysés au poieajar la méthode d’ELISA pour la recherche

des traces d’aflatoxines.

Les pates de farines utilisées dans I'essai s@mgpées en mélangeant dix grammes de farine aesuajouté 0,2

grammes de levure et 6ml de I'eau distillée chau#fé0°C. La pate est bien pétrie puis cuite.

10.2. Effet de la digestion

Pour étudier I'effet de la digestion sur la rédostde la concentration des aflatoxines, trois éiillams différents de

pains P005, P014 et P02t été choisi pour les quelles un protocole diétaet effet a été suivit.

 Mode opératoire

Dix grammes de I'échantillon de pain ont été ajau) mg de la pepsine et 100ml du PBS a pH=3
et. Le mélange a été centrifugé dix minutes a 30@tn apres une incubation deux heures a 37°C.
Un volume de 3,5 ml du surnagent a été ajouté anb,&u méthanol pur et 10@ de la solution
obtenue a été mélangé avec gdu tampon de dosage des aflatoxines totalegl 80 mélange a

été utilisé pour le dosage des aflatoxines pardthode d’ELISA par compétition.
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du pain

3. Analyse

L’analyse du niveau de

Enquéte sur les conditions de vente et de commertgation

du niveau de conformit

conformité de boulangerisgées, a été limitée < les réponses des

responsabledes services aux questions pos

3.1.Locaux

Afin d’éviter la contamination croisée et I'attegnd la sécurité des produits commerciali

le contréle de la conformité des locaux et desallatons des boulanger restent des étapes

importantes afin de diminuer les risques d’anorsa

L'observation de la conformité des locaux au nives zones de production du pe

montre que le pourcentage de conformité des Ic sanitaire resteonforme qui est de I'ordre de

60%, par dleurs la non conformité des locaux d’entreposagde préparatiod’aliment qui et de

'ordre 23,52% (Figure 1).

E Pourcentage de conformité

60%

23,52%

Locaux sanitaire Locaux d’entreposage et

de préparation d’aliment

Figure 14:

Conformité des locaux des zones de production th
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3.2Entretien et nettoya

Université Sidi Mohammed Ben Abdellal ? §

Les espacesle la zone ¢ productiondestinés aux aliments doivent étre propres et
entretenus.

Dans une boulangerie, st donc important ( faire une distinction claire entre les espe
privés a la fabricatiod’une part et les espaces réservés a la venteel'patt.Unentretien efficace
doit garantir le bon état de l'infrastructt

Au niveau des boulangeries visitées, la conforrd@é surfaces de travail et de vente r
médiocre (44,44% et 36,84% respectivement), peuas I'entretien des déchets de ces s est
conforme (70,58%) (Figure 2).

# Pourcentage de conformité

70,58%

36,84%

Surfaces d Surfaces de Gestion des
travail vente déchets

Figure 15: Entretien et nettoyage des zones de prodi

3.3Hygiene du personr

Afin de pouvoir fabriquer des produits boulangeams et sans risques, il faut qu’il y ait n
seulement une prodtion sécurisée mais également une hygiéne sutiis&m plus d’'une bonr
hygiéne des locaux, du matéradl des appareils, I'hygiéne personnelle revét égale toute so
importance. En effet, ro peut amener des mi-organismes ou provoquer urcontamination
physique avec des mains sales, des vétementsvdé sauillé:...etc.

L’hygiéne du personnel au niveau des boulangerigitégs est satisfaisante ainsi que le

comportement (le fait de se moucher, toucher dalieté ou de fumer) au co de la manipulation
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appréciable (78,94% et 89,47% respectivement) (Eigu

FAl

B Pourcentage de conformité

100%

78,94%

27,77%

Propreté Propreté de Comportement Présence de
corporelle des vétements de des ouvriers gants chez le
vendeurs vendeurs et/ou les vendeurs

vendeurs

Figure 16: Hygiene du personnel

3.4Entreposage de Imatiere premiere

L’entreposage des aliments devraient étre concaredtruit de maniéra protéger efficacement

les alments contre la contaminatipendant le stockage et d&duire au minimum la détérioratis

des produits alimentairggr le réglage dla température et de I'humidité.

L’'application de techniques de stockage ada permet de faciliter le contréle concernant |

eventuelle présence de nuisibles.

Généralement, la méthode d’entreposage de la mairemiere dans les zones de produc

du pain visitésa été satisfaisante, puisqu’on trouve que 83,33%edeboulangeries séparent

différents types de matiere premiere, ainsi le @atde I'humidité et de la température dans

zones de stockage de la matiere premiere est apli0%et 60% respectivement) (figud).
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® Pourcentage de conformité

100%

83,33% 83,33%

60%

Endroit  Séparation de Controle de la Contrdle de
spécifique dedifférents types température 'humidité dans
stockage de la de matiére dans les zonesles zones d

matiere premiére de stockage  stockage

premiére

Figure 17: Conformité des méthodes d’entreposage de la matierier:

4. Qualification de la qualité de I'environnement de tavalil

L’enquéte menégour |'état des lieux montre que le pourcent de conformitépour les

cing programmes d’hygienest de89,47 % pour lamain d'ceuvre, 83,3% pour la matiére

premiere, 78,47 % poua méthode, 41,% pour leles milieux et 23,52% pour le matériel (fre

5).

100 =&—Pourcentage de conformr

Matériel Méthode

Mains Matiere
d'ceuvre premiére

Figure 18: Analyse de conformité des programmes d’hyg
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VI. Analyse fongique

3. Isolement de la flore fongiquea partir des produits céréaliers
issus des différents points de ver
Sur 33 échantillons analy, 61% sont révelés non contaminés par la flore fareyi@4% son

contaminés par des moisissures, 9% sont contaiparédes levures et 6% sont contaminés a le
par des moisissures et des levt

Les résultats de I'analyse de la flfongique des souysroduits de céréalesont présentés dans
lafigure 6.

= Non contamin

= Contamination par les levur
seules

Contamination par de
moisissures seul

Contamination a la fois par I
moisissures et les levu

Figure 19: La flore fongique isolée zartir des produits de céréacollectés

4. Caractérisation de la microflore isolée des produg a base d«
céréales

4.1ldentification desmoisissures

Les résultats deitlentification des souch«e moisissuresont indiqués darla figure 7. Cette
identification a permis de dévoiler que I'espAspergillus nigedomine avec 57,14 ¢
En deuxiéme lieu, se positionnent les espéPenicillium notatun et Penicillium.sp et

Fusarium.spui représentent un pourcentage de29% pour chaque espeéce (figu).
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Figure 20: Espéces de moisissures identifiées

Parmi les souches identifiées principaler (de droite a gauche)Aspergillus nige, Penicillium sp

et Fusarium sp

*0A

Photo 2 Quelques espéeces de moisissures isolées agestproduits de céréa

4.2 ldentification des levurt

Les résultats de itlentification des souch de levuressont indiqués dans la figur7. Cette
identification a permis de dévoiler que I'esg Debaryomyces sgomine ave®0 %. En deuxieme
lieu, se positionnent les especasotrichun candidum(photo 3) et Candida s| qui représentent un

pourcentage de 20 pour chaque espece (figi8).
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Pourcentge de dominance de
l'espece

Debaryomyces:  Candida sp Geotrichumr
candidun

Espece de levure identifié

Figure 21: Espéces de levures identifiées

VIl. Dosage des mycotoxines dans les échantill

1. Dosage des aflatoxine
Les échantillonsde sous produits de céréalont été analysés par la méthode EL par
compétition. Pour le dosage des aflatoxines dasgckantillons, un kit de tetRIDASCREEN®
(« R Biopharm AG », Allemagnea été utilisé pour I'analyséa quantification de ces mécules a
nécessitd’élaboration d’'une courbe d’étalonnage en faisgppel a des standards des aflatox
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contenant différentes concentrations ( figure @p.densité optique a été mesurée a 450 nm enf

utilisant un lecteur de plaques d’ELISA a 96 pu(itsbsystems Multiskan MS, Finland).

Remarque: 1ppb= 1ug/Kg

Q 120
S

§ 100 ¢

% 80 -

= 60

S

& 40 —

& 20

o

8 0 r T T T T 1
o 0 1 2 3 4 5

Concentration d'aflatoxine en ppb

Figure 22: Courbe d’étalonnage pour le dosage des aflatoxatiakes

Selon le dernier rapport de la commission europeepoblié le 19 décembre 2006
(Reglement (CE) N ° 1881/2006) portant sur la fomtde teneurs maximales des mycotoxines
dans les céréales, la limite maximale des aflasxidans les produits céréaliers transformés est}
fixée a 4 ppb.

Les résultats obtenus ont montré que 96,96% d'ditloas analysés (32 échantillons parmi
33échantillons) par la technique ELISA par compmtitcontiennent des taux d’aflatoxines
supérieur a cette norme ( 4 ppb) , ce qui nous @ede déduire qu'un certains nombre de
conditions environnementales notamment de la teatyoér et de I'humidité au cours de la culture
ou du stockage ont favorisé le développement desissares toxinogenes responsables de la

sécrétion de cette molécule toxique (tableau 7).
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Tableau 10:Analyse des aflatoxines dans les sous produit®dmaltes

Echantillon Concentration d’aflatoxine en ppb | Conformité de I'échantillon
Pain

PO01 88,02 Non conforme
P002 103,35 Non conforme
P0O03 72,69 Non conforme
P0O04 48,16 Non conforme
P0O05 140,14 Non conforme
P006 56,33 Non conforme
PO0O7 86,99 Non conforme
P0O08 83,93 Non conforme
P009 72,69 Non conforme
P0O10 61,44 Non conforme
PO11 43,04 Non conforme
P0O12 64,51 Non conforme
P0O13 62,46 Non conforme
P014 104,37 Non conforme
P0O15 48,16 Non conforme
P0O16 61,44 Non conforme
PO17 86,99 Non conforme
P018 73,71 Non conforme
P0O19 111,52 Non conforme
P020 117,66 Non conforme
P021 137,08 Non conforme
Farine

FOO1 152,41 Non conforme
F002 154,45 Non conforme
FO003 104,37 Non conforme
FO04 138,1 Non conforme
FO05 0 Conforme
Biscuits

B0OO1 121,01 Non conforme
B002 115,9 Non conforme
B003 113,86 Non conforme
B004 126,12 Non conforme
Semoule de blé

S001 119,1 Non conforme
S002 106,7 Non conforme
Produit a base de mais
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| 122,03 | Non conforme |

2. Dosage de déoxynivalénol

Les échantillons ont été analysés par la méthod&Alpar compétition. Pour le dosage de
déoxynivalénol dans ces échantillons. Un kit ¢& RIDASCREEN® (R —Biopharm FAST DON,
Allemagne) a été utilisé pour I'analyse. La quacsiion des molécules de déoxynivalénol a
nécessité I'élaboration d'une courbe d'étalonnage faisant appel a des standards de
déoxynivalénol contenant différentes concentratiofigure 10) . La densité optique a été mesurée
a 450 nm en utilisant un lecteur de plaques d’ELI&A6 puits (Labsystems Multiskan MS,
Finland).
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Figure 23: Gamme d’étalonnage de DON

Selon le dernier rapport de la commission europe€epoblié le 19 décembre 2006
(Reglement (CE) N ° 1881/2006) portant sur la fomtde teneurs maximales des mycotoxines
dans les céréales, la limite maximale de déoxyanaldans céréales destinées a la consommatior
humaine directe y compris les farines de céréalefixe a 750 ppb.

Pour les pains, les biscuits, le taux maximal dexgéivalénol doit étre inférieur a 500 ppb.
Les résultats obtenus ont montré que 42,42% (l4andédions positifs parmi 33 échantillons)

présentent une concentration de déoxynivalénol campntre 3ppb et 101 ppb.
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européenne (tableau 8).

Tableau 11:Analyse de déoxynivalénol dans les sous produitgdéales

Echantillon Concentration de déoxynivalénol en Conformité
_ ppb
Pains
P0O01 63,64 Conforme
P002 59,98 Conforme
P0O03 0 Conforme
P0O04 0 Conforme
P0O05 0 Conforme
P0O06 0 Conforme
PO07 0 Conforme
P0O08 0 Conforme
P0O09 0 Conforme
P0O10 0 Conforme
PO11 0 Conforme
P012 17,88 Conforme
P013 3,81 Conforme
P014 0 Conforme
P0O15 0 Conforme
P016 0 Conforme
P0O17 22,1 Conforme
P018 0 Conforme
P0O19 0 Conforme
P020 0 Conforme
P021 5,68 Conforme
Farines
FOO1 0 Conforme
F002 0 Conforme
F003 0 Conforme
FO004 0 Conforme
FO05 101,46 Conforme
Biscuits
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52,12 Conforme
B002 47,9 Conforme
B003 54,46 Conforme
B004 52,6 Conforme
Semoules de blé
S001 43,67 Conforme
S002 59,62 Conforme
Produit a base de mais
M001 | 8,97 | Conforme

3. Dosage des fumonisines
Les échantillons ont été analysés par la méthodiSAlLlpar compétition. Pour le dosage des
fumonisines dans ces échantillons, un kit deAgsaQuant® ((Romer Laboratory Inc.,Singapore),
a été utilisées pour I'analyse. La quantificatian a@bs molécules a nécessité I'élaboration d’'une
courbe d'étalonnage en faisant appel a des stamddedla fumonisine contenant différentes
concentrations (figure 11). La densité optique é&rmesurée a 450 nm en utilisant un lecteur de
plaques d’ELISA a 96 puits (Labsystems Multiskan, M@land).
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Figure 24: Gamme d’étalonnage pour le dosage de fumonisine
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(Reglement (CE) N ° 1881/2006) portant sur la fomtdes teneurs maximales des mycotoxines
dans les céréales, la limite maximale de fumonigizies les farines de céréales est fixés a 1000§
ppb.

Les résultats obtenus ont montré que 72,72% desnélions analysés sont contaminés par la
fumonisine dans un intervalle compris entre 4,% @b 489,01 ppb, toutefois, 100 % de ces
échantillons contaminés présentent un taux de fiisitee est inférieur a la norme européenne fixée

par la commission européenne (tableau 9).

Tableau 12:Analyse de fumonisines dans les sous produits dales

Echantillon | Concentration de fumonisines en ppb | Conformité
Pains

PO01 21,97 Conforme
P002 0 Conforme
P0O03 60,6 Conforme
P004 51,7 Conforme
P0O05 87,34 Conforme
P0O06 0 Conforme
P0O07 0 Conforme
P0O08 0 Conforme
P0O09 0 Conforme
P0O10 0 Conforme
PO11 0 Conforme
P012 50,2 Conforme
P0O13 82,88 Conforme
P014 48,72 Conforme
P0O15 0 Conforme
P016 88,08 Conforme
P0O17 4,9 Conforme
PO18 105,17 Conforme
P019 109,63 Conforme
P020 120,77 Conforme
P021 133,4 Conforme
Farines

F001 | 57,63 | Conforme
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91,8 Conforme
37,57 Conforme
107,4 Conforme
489,01 Conforme

Biscuits

B00O1 27,1 Conforme

B002 192,94 Conforme

B003 116,81 Conforme

B004 4491 Conforme

Semoules de blé

S001 40,68 Conforme

S002 0 Conforme

Produit a base de mais

M001 | 23,76 | Conforme

VIIl. Effet de quelques traitements biologiques sur laéduction de

la concentration des aflatoxines

1. Effet couplé de la fermentation et de la températe

Trois échantillons de farines ont été choisis péudier I'effet couplé de la fermentation et de

température incluant a la fois les échantillonsZ@D03 et FO04. Ces trois échantillons de farine
gue nous avons utilisée dans cet essai sont asafysérealable par la méthode d’ELISA par

compétition pour la recherche des traces d’aflats

Dans I'échantillon F002, la concentration d'aflates avant le traitement a été de l'ordre de
154,45 ppb, apres le traitement cette concentratiété réduite pour atteindre 17,5 ppb, soit une
réduction de 88,6%. Le méme effet de ce traiteraeété remarqué pour les autres échantillons,
puisqu’on remarque pour I'échantillon FO03, la camtcation d’aflatoxines a passé de 104,37 ppb a
29,8 ppb, soit une réduction de 71,3% ; pour I'étHan FO04, la concentration d’aflatoxines a

passé de 138,1 ppb a 0 ppb soit une réduction @ {figure 12).
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Figure 25: Etude de I'effetouplé de la température et la fermentatic la réduction de la
concentration d’'aflatoxine

2. Effet de la digestior
Trois échantillons du pain, ont été choisis poudir I'effet de la digestic sur la réduction de la
concentration d’'aflatoxinesP005, P014 et PO:
Une trés faible réductiom’aflatoxines dans les échantillons a été obsery@@s traitemen
puisqu’on remarque que pour I'échantillon POO5dduction est de I'ordre de 1.02% passan
140.72 ppb a 139.28 ppb apres traiten
Concernant I'échantillon P014, la réduction a de I'ordre de 22,94% passant de 145,06 p
111,78 ppb, et pour I'échantillon P021 la conceidrad’aflatoxine a resté stable sans aucun
de la digestion (figure 13).
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Figure 26: Etude de I'effet de la digestion sur ti échantillons différents de pa
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La présente étude a pour objectif d'évaluer dargemier temps la qualité hygiénique de quelques
zones de production des pains au niveau de laré@gores, pour ce faire nous avons préparé unf
guestionnaire afin de mettre en évidence I'hygige® magasins visités.

Les résultats obtenus montrent que le pourcentégeonformité a la fois pour les mains d’ceuvre
(89,47%), pour la matiere premiere (83,33%) entéshodes (78,47 %) est satisfaisant, toutefois la
frequence de conformité pour les milieux (41,2 &b)pour le matériel (23,52%) est non
satisfaisante. Ces résultats pourraient nous fignser que la contamination des échantillons gar le
germes microbiens notamment par la flore fongigeat provenir de plusieurs conditions non
hygiéniques essentiellement par la contaminatiorisée, et par I'état d’hygiéne du lieu de
production provenant essentiellement de I'envirom@gt du milieu de production et du matériel
souillé.

Dans un deuxieme temps, nous avons évalué le nideawontamination fongique de nos
échantillons collectés et nous avons identifiedsgeces de champignons isolés. Les résultats de
cette analyse révele un niveau de contaminationédbantillons par I'especaspergillus niger
étaient tres répandues (57,14%), et que le taucidénce des espécEasarium spp. Penicillium
sp et Penicillium notatumétait relativement faible (14,29%). En effet, lantamination des
produits céréaliers par la flore des moisissurekisprincipalement trois principaux champignons
d'altération appartenant aux genfespergillus Penicillium, Fusarium (Oliveira etal., 2013). Une
étude réalisée par Joshaghani montre que les esgeécroisissures les plus communément isolés af
partir des échantillons de blé étaidspergillus nigen(21,4%), suivie par I'espéce &esarium spp
(17,8%) suivie paPenicillium spp(8,9%) (Joshaghani at,. 2013). En Iran, une étude denkova

en 2006 montre que la contamination fongique désw@dlons de blé collectés a partir de deux
provinces différentes montre toujours la dominadeetrois especes de moisissures notamment
Aspergillusspp, Fusarium sppet Penicillium spp(Conkova etal., 2006). Une étude Algérienne de
Riba révele la haute fréequence de contamination étdgntillons de blé par les especes de
Fusarium Penicillium, et surtoutAspergillus(appartenant a la section Flaviens et Nigri) (Ribal.
2008). La haute fréquence et I'abondance des espb&spergillus spppourrait étre due a une
défaillance dans la production alimentaire et/onsdes méthodes de conservation de la matiere
premiere.

L’analyse des produits de céréales pour leur nid&weontamination par les levures a révélé la

dominance de I'especBebaryomyces sg60%), suivie par les espec€andida spet I'espéce
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Geotrichum candidur20% pour chacun). En effet selon Joshaghani (20&8)rincipales levures
qui peuvent étre présent dans les graines de edréatans ses sous produits sont celle appartenar]
aux especeLandidg Cryptococcus Pichia, SporobolomycesRhodotorula et Trichosporon
(Joshaghani «tl, 2013).

La présence des especes fongique notamment lesesspppartenant au genreAspergilus
Peniceliumet Fusariundans les échantillons analysés, qui sont reconoumsne principales agents
sécréteurs des mycotoxines dans les denrées adimemntprincipalement les sous-produits de
céréales, suggere la présence probable de cesutesiéaxique dans nos échantillons. Pour cela un
dosage de trois types de mycotoxines (aflatoxidéexynivalénol et fumonisine) par la méthode
d’ELISA par compétition a été réalisé. Notre étudentre que plus de 96% des échantillons
présentent une trés haute concentration des aftamxotales ( supérieur a 43 ppb) qui reste
largement supérieur a la norme ( 4 ppb) fixé pardmmission européenne publié le 19 décembre
2006 (Reglement (CE) N ° 1881/2006).Ce résultatestparable a I'étude menée par Igbal et al en
2014 ou 41% des échantillons de céréales du péjudé analysés sont contaminés par les
aflatoxines totales (Ady dont 8% de ces échantillons présentent un tafikgBupérieur a la norme
fixée par I'Union Européen en 2006 (Igbaladt 2014). Une autre étude réalisée par Soleimany
(2011) ou 50% des échantillons de céréales anasgsdscontaminés par les AFs (Soleimanglet
2011).

Les résultats du dosage de déoxynivalénol ont raanie 42,42% présentent une concentration de
déoxynivalénol comprise entre 3 ppb et 101 ppb d66t% des échantillons positifsprésentent un
taux de déoxynivalénol inférieur a la norme euesp®, ces résultats sont tres proches de celuil
rapportés par Yanshen en Chine ou 52,5% des éltbastde céréales commerciales analysés
présentent une concentration de DON comprise énhfspb et 534 ppb qui reste au dessous des
limites maximum fixés par UE (Yanshenadt 2011, European Commission,2006). Une autre étude
réalisée au Maroc par Ennouari montre que 9 édlmngtiparmi 81 échantillons au total (11,1%)
sont contaminés par le DON dont les niveaux deagomiation vari entre 65 et 1310 ppb (Ennouari
etal, 2012).

Les résultats de dosage de fumonisine dans lesniltdres, ont révélés que 72,72% des
échantillons analysés sont contaminés par la fisim@ndans un intervalle compris entre 4,9 ppb et
489,01 ppb, toutefois, 100 % de ces d’échantillomstaminés présentent un taux de fumonisine

inférieur a la norme  européenne fixée par la comimis européenne
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(Reglement (CE) N ° 1881/2006). En effet, des rajgpprécédents de la Bulgarie et d'autres pays
européens décrivent l'occurrence Besarium moniliformedans des échantillons de céréales
infectées en Bulgarie, ce qui suggére un potedédh présence des fumonisines dans les grains d¢
céréales (Radostina &t, 2013).

Trois échantillons de farine (FO02, FOO3 et FOQ#) &ié choisis pour I'étude de I'effet de cuisson
(incluant effet de la température et de la ferm@mades levures), pour lesquels le dosage au
préalable des aflatoxines a été réalisé. En dffglupart des mycotoxines sont relativement stable
a la chaleur (température comprise entre 80 etdRIfonc il n'y a pas de destruction se produit
dans des conditions normales de cuisson (Milicevial., 2010). La stabilité des mycotoxines lors
de la transformation des aliments a été examinés etude de Bullerman et Bianchini (2007).
Toutefois, la réduction de la concentration deataflines par la voie fermentaire peut expliquer la
diminution de la concentration des aflatolxines sdés produits testés. Une étude de Mokoena
indiquant I'effet marquant de la fermentation dextbries lactiques sur la réduction de facon
significative la concentration des deux mycotoxiffesnonisin B1 and zearalenone) dans le mais.
Cependant, une telle réduction ne peut pas moditeemaniére significative les effets toxiques
possibles de ces toxines (Mokoena, 2005). L'étuiaeadffet de la digestion, n'a révélé aucun effet
sur la réduction de la concentration des aflataxidans les échantillons de pains, cependant,
aucune étude n’a montré de relation entre cet effeta réduction de la concentration des

mycotoxines dans les aliments.
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Conclusion et perspectives

Les principaux objectifs de cette étude étaierat Bois d'évaluer la qualité hygiénique de quelques
zones de production au niveau de la ville de Fear Bela un questionnaire a été préparé afin de
mettre en évidence le niveau de conformité de oasszet pour avoir une idée sur la salubrité du

pain.

Dans un deuxieme temps, nous avons collectés demntdtons aupres de différentes points de
vente afin d’évaluer la flore fongique des sousdpits de céréales. Au méme temps, nous avons
évalué le niveau de contamination par les mycotsirkt finalement, nous avons effectué une
étude de quelques parameétres physico-chimiquesapbwawoir un effet sur la réduction de la

concentration des aflatoxines.
L’ensemble de cette étude nous a permis de tisecdastatations suivantes :

o La qualité hygiénique de boulangeries visitées igsaau de la région de Fés, dépend de la
conformité des cing programmes d’hygiéne, ou nasig constaté la non-conformité des
milieux et du matériel utilisé, qui peut étre arifpne d’une contamination des produits
finis.

o0 Une dominance de contamination des échantillonsales produits de céréales par les
especeaspergillus nigeet deDebaryomyces sp

o Une trés haute contamination de la plupart desrditioas de sous produits de céréales par
les aflatoxines totales, avec des concentrati@ssélevés qui dépassent les limites fixés par
la réglementation européenne.

o Une contamination de ces échantillons, par le yéwalénol pour certains échantillons,
avec des concentrations au dessous des normepéxé&sréglementation européenne.

o Une contamination de ces échantillons, par les fusmes, ou leurs concentrations restent
au dessous des normes fixés par la réglementatiopé&enne.

o L’étude de I'effet de couplé de la cuisson et deefanentation a révélé un grand pouvoir de
réduction de la concentration des aflatoxines dasséchantillons de farine. Toutefois,
I'effet de la digestion n’a pas réveélé de grandvmiude réduction de la concentration des

aflatoxines dans les échantillons de pains.
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mais, produits destinés aux enfants et aux béb&s$.dg rechercher d'autres toxines (Zéaralénone,
Ochratoxines). Il est également intéressant d'étuskparément I'effet de la fermentation par les
levures sur la réduction de la concentration desatmxines dans les produits alimentaire

fermentés. Il est également intéressant d'étudielehré d'exposition de la population marocaine

aux mycotoxines en analysant ces toxines dangdekijps biologiques en particulier dans le sérum.
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