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RESUME

L’étude sur la prévention des moisissures sur les aliments et le milieu de culture MEA visait
trois objectifs incluant une contribution a I’identification des moisissures sur les aliments couramment
consommés dans le grand sud Cameroun avec une attention particuliére a certains produits de
boulangerie tels que le pain et les giteaux d’une part et le baton de manioc d’autre part. L’influence de
la température sur le temps de conservation de ces aliments aussi bien que le temps d’incubation avant
apparition des moisissures spontanées sur le milieu de culture MEA fraichement préparé ont €te
également évalués. Les températures de conservation testées étaient la température ambiante du
laboratoire (23°C 4 25°C) et celle du réfrigérateur (4°C a 8°C). Aprés isolement des moisissures sur ces
aliments et leur culture sur le milieu MEA et ensuite sur lames porte-objet, des descriptions
macroscopiques et microscopiques ont été faites sur les structures observées afin d’identifier la
mycoflore qui y pousse suivant les 2 types de conservation ainsi que celle qui pousse spontanément sur
le miliecu MEA. L’expérimentation a température ambiante a conduit a ’identification sur les aliments
&chantillonnés des moisissures appartenant & 3 genres incluant Aspergillus sp., Rhizopus sp. Et
Trichoderma sp. et seulement Aspergillus a été isolé sur certains de ces aliments conservés au
réfrigérateur. Aspergillus sp. et Ulocladium sp. ont été identifiés comme moisissures poussant
spontanément sur le milieu de culture MEA avec des différences sur le temps d’apparition suivant que
les aliments sont conservés a température ambiante ou au réfrigérateur. Tous les aliments incluant le
pain, les gteaux et le baton de manioc ont montré des moisissures sus-évoquées a température ambiante.
Au réfrigérateur, seul le biton de manioc n’a pas montré de signes de moisissures. Le temps d’incubation
A température ambiante pour 1’apparition des premiers signes de moisissures était de 3 4 4 jours pour le
pain et le giteau et de 6 4 8 jours pour le biton de manioc. Au réfrigérateur, ce temps était étendu a 26-
30 jours pour les produits de boulangerie et au-dela de 30 jours pour le biton de manioc.

En définitive, les basses températures du réfrigérateur (4°C a 8°C) permettent de réduire la
diversité de ces contaminants fongiques sur ces aliments. Aussi ces températures du réfrigérateur
permettent de prolonger de plus de 3 semaines le temps de conservation des produits de boulangerie
(pain, giteau) comparé a la conservation a température ambiante et de plus de 30 jours la conservation
du béton manioc. Aussi, le temps d’incubation avant I’apparition des moisissures spontanées sur le
milieu MEA est également prolongé de plus de 3 semaines quand ce milieu est conserve au réfrigérateur
comparé 4 la conservation a temperature ambiante.

Mots clés : moisissures, produits de boulangerie, baton de manioc, milieu de culture MEA, température

de conservation, temps de conservation




7 ABSTRACT
This study aimed at three different objectives including a contribution to the identification of
food fungi on some currently consumed foodstuff in the center region with particular attention
to some bakery product such as bread and cakes on the hand, and cassava “béton” (popularly
known as “bobolo”) on the other hand. The influence of temperature on the time of conservation
of these food items as well as the time of incubation before occurrence of spontaneous molds
on freshly prepared MEA culture medium were also assessed. Temperature of conservation
included room temperature (averagely 25°C) and conservation in the refrigerator (4°C to 8°C).
After isolation of molds on these food items and their cultivation on MEA and thereafter as
slide cultures; microscopic and macroscoplc descrlptlons were done on structures observed in
order to identify the fungal flora that grows in both types of conservation as well as for
spontaneous molds growth on MEA. The experiment conducted at room temperature led to the
identification on the above mentioned foot items of molds belonging to three genera including
Aspergillus, Rhizopus and Tricoderma and only Aspergillus was isolated from some of these
items conserved in the refrigerator. Aspergillus sp and Ulocladium sp were recorded as
spontaneous molds growing on MEA culture medium with major differences in the time of
occurrence at room temperature and in the refrigerator. All the food items including bread,
cakes, and cassava “baton” never showed mouldy contaminations. The time of incubation at
room temperature for appearance of the first signs of molds was 3 to 4 days on bakery products
including bread and cakes and 6 to 8 days for cassava “baton”. In the refrigerator this time was
extended to 26 to 30 days for bakery products and far over 30 days for cassava “baton”. All in
all, this work led to several key remarks, the first being that without fully preventing the growth
of molds on the food items tested, low temperature (4°C to 8°C) of refrigeration enables to
reduce the diversity of the contaminating microfungi on these food items. Also this range of
refrigeration (4°C to 8°C) temperature enables to extend by more than 3 weeks the time of
conservation of bakery products (bread and cake) compared to room temperature and by more
than 30 days the conservation of cassava “baton”. Also the incubation period before appearance
of spontaneous molds on MEA culture medium is also extended by more than 3 weeks in

refrigerator compared to conservation at room temperature.

Key words: mold, bakery food items, cassava “biton” MEA culture medium, temperature of

conservation, time of conservation
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CHAPITRE I. GENERALITES
I.1. Introduction générale
La contamination des produits alimentaires par les microorganismes est un probléme
auquel s’attaquent les gouvernements de tous les pays dans le monde. Ces microorganismes qui
peuvent étre de plusieurs types causent des maladies qui peuvent s’avérer trés graves chez
’Homme. Leurs répercussions sur la santé et sur I’économie mondiale sont de plus en plus

reconnues. Certaines de ces maladies sont causées par les champignons microscopiques et en

particulier les moisissures.

Les champignons (ou Fungi) sont des organismes Eucaryotes depourvus de chlorophylle
les qualifiant d’organismes hétérotrophes. Une source de carbone organique est donc nécessaire
A leur développement. Dans I’arbre du vivant, ils constituent un groupe & part au sein des
eucaryotes. Classiquement, les champignons étaient regroupés dans un régne distinct, celui des
Eumycétes ou cinquiéme régne (Kendrick, 2000). Les classifications les plus récentes les font
apparaitre dans le régne unique des eucaryotes et plus précisément dans le groupe des
Opisthokonta (Simpsom et Roger, 2004 ; Adl et al. 2005 ;). A Dinstar des autres organismes
vivants, les champignons sont subdivisés en Classes, en Ordres, en Familles, en Genres et

Espéces. Ces derniers étant utilisés pour les regrouper. Parmi les champignons se démarque un

groupe assez remarquable par ses effets néfastes sur bon nombre de substrats incluant plusieurs

types d’aliments. Il s’agit des moisissures.

Les moisissures sont des champignons filamenteux microscopiques, susceptibles de
coloniser des substrats trés variés tels que les textiles, le papier, le bois et méme les produits
alimentaires. Elles sont partout présentes dans I’environnement, tant interne qu’externe et ont
la capacité de se développer sur et/ou a I’intérieur des supports organiques inertes qu’elles vont
utiliser comme sources nutritives. Elles sont essentiellement saprophytes. Les aliments tels que
le pain, le biton de manioc de par leur richesse en sucres et en amidon constituent des substrats
idéals pour leur développement et leur prolifération. La capacité des moisissures a coloniser
presque tous les types de substrats est a l’origine des problémes de conservation des denrées
alimentaires. Plusieurs travaux ont porté sur Iindentification des moisissures et la toxicité de
leurs mycotoxines dans le domaine alimentaire (Bennett et Klich 2003; Bouhet et Oswald,
2005). Des travaux similaires n’ont pas encore été faits dans le contexte camerounais
principalement. C’est vraiscmblement aussi le cas en ce qui concerne certains produits de
patisserie tels que le pain et les différents types de giteaux en ce qui concerne le béton de

manioc.




Ce sont en effet des aliments trés consommés dans le grand Sud Cameroun, voir sur tout
le territoire national. Les moyens de leur conservation variant en fonction du niveau de vie des
consommateurs qui pour la plupart ne dispose pas toujours d’un réfrigérateur. En effet,
contrairement aux températures ambiantes, les basses températures de par leurs effets
ralentissant sur les métabolismes biologiques et donc-la germination des spores et le
développement du mycélium des champignons, pourraient-elles constituer une meilleure
méthode de conservation des aliments ? Quel serait par exemple le temps moyen de
conservation de ces aliments tant en milieu ambiant qu’a température de réfrigérateur pour une
consommation sans risque? Vu les effets néfastes sur la santé aprcs consommation des aliments

contaminés, quels seraient les types de moisissures impliqués 7

Cette étude a comme pour objectif général d’identifier les moisissures qui se
développent sur le pain, le giteau et les batons de manioc lors de leur conservation et déterminer
le temps maximal de cette conservation avant apparition des premiers signes de contamination

sur ces aliments d’une part et d’autre part du milieu de culture MEA tant 2 température ambiante

qu’a celle du réfrigérateur.
Plus spécifiquement, il sera question de :

- caractériser les espéces fongiques observées sur les aliments suscités tant sur le plan

macroscopique que microscopique en vue de leur identification ;

- déterminer le temps d’incubation avant apparition des contaminants fongiques sur ces

aliments et ceux qui apparaissent spontanément sur le milieu de culture MEA ce qui permettra
de:

- déterminer la durée maximale (approximative) de leur conservation dans ces différents

types de milieux.
1.2.Revue de la littérature

1.2.1. Caractéres généraux
Les moisissures sont des champignons filamenteux, hétérotrophes et immobiles, dont la

structure cellulaire est celle d’une cellule eucaryote classique (Nicklin et al., 2000). Certaines
vivent en symbiose avec des végétaux, d’autres sont des parasites des végétaux ou d’animaux,
d’autres enfin sont des saprophytes se développant au dépens des substrats internes ou en voie

de décomposition (Bourgeois, 1989 ; Bouix et Leveau, 1993). Les moisissures possédent un

appareil végétatif représentc par un thalle filamenteux, le mycélium dont les filaments




s’appellent les hyphes. Le mycélium peut se différencier en des organes forts variés selon les
groupes, spécialisés dans la multiplication et la dissémination, auxquels on accorde la
dénomination globale de spores (Bourgeois, 1989). Les moisissures peuvent avoir des actions
bénéfiques mais aussi néfastes pour I’homme. Elles sont aussi ubiquitaires. Les aliments sont
généralement des milieux trés favorables a leur développement. Plusieurs moisissures
notamment les genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium sont connues pour étre des
contaminants des produits agricoles et pour leur capacité a produire des métabolites secondaires

toxiques (Cahagnier et al., 1998 ; Doyle et al., 1998 ; Meyer et al., 2004)

1.2.1.1. Appareil végétatif : A
L’appareil végétatif des champignons est un thalle composé de filaments ou d’hyphes,

de cellules allongées en forme de filaments tubulaires de 2 & 10 um de diamétre. Ces hyphes
comprennent des organites classiques d’une cellule : noyau, mitochondrie, cytoplasme,

vésicules. Ils peuvent étre cloisonnés ou non et leur association forme le mycélium.

1.2.1.2. Modes de reproduction
Les moisissures se reproduisent griace a des spores. Celles-ci sont issues soit d’une

reproduction sexuée (champignon télémorphe) ou d’une multiplication asexuée (champignon
anamorphe). Les champignons, chez qui les deux formes coexistent sont appelés holomorphes.
Différents groupes de moisissures ont ét¢ définis suivant leur mode de reproduction sexuee et
les caractéristiques de leurs spores. Les Zygomycétes possédent des spores contenues a
I’extérieur d’une cellule renflée, les Ascomycétes ont des spores regroupées dans de sortes de
sacs appelés asques, les Basidiomycétes qui ont des spores portées par des basides, et les
Hyphomycétes. Ces derniers forment un groupe hétérogéne dont on ne connait pas
actuellement, pour la plupart, la forme de reproduction sexuée (Kiffer et Morelet, 1997 ;
Cahagnier et al., 1998). Les moisissures se rencontrent dans tous les groupes en particulier dans
les Hyphomycétes mais sont assez peu nombreuses chez les Basidiomycétes. Dans le cas d’une
reproduction asexuée, il y’a formation a partir d’une structure spécialisée de I’hyphe nommeée

conidiophore, de spores mitotiques qui sont des excroissances appelées conidies.

1.2.2. Identification des moisissures
L’identification de trés nombreuses espéces de moisissures fongiques susceptibles de

coloniser les aliments et d’en altérer leur qualité, voire de produire des mycotoxines est une
étape indispensable pour la détermination taxonomique et 1’évaluation du risque mycotoxique.
Cette identification a pendant longtemps été exclusivement basée sur I’observation des

caractéres culturaux et morphologiques de ’espéce. Les progrés récents de la biologie




moléculaire ont permis de proposer les outils d’aide a I’identification. Toutefois, la complexité
du régne fongique fait qu’actuellement ces outils ne peuvent encore pas remplacer

complétement I’examen morphologique, qui reste la base de I’identification.

1.2.2.1 Identification morphologique
L’identification d’une espéce de moisissure repose sur l’analyse des caracteres

culturaux (température et vitesse de croissance, milieu favorable) et morphologiques. Ces
derniers sont constitués des paramétres macroscopiques (aspect des colonies, de leur revers)
d’une part et d’autre les critéres microscopiques (aspect du mycélium, des spores, des phialides,

des conidiophdres,. ..) (Cahagnier et Richard-Molard, 1998).

1.2.2.1.1. Critéres d’identification macroscopique
L’aspect des colonies représente un critére d’identification. Les champignons

filamenteux forment des colonies duveteuses, lianeuses, cotonneuses, veloutées, poudreuses ou
granuleuses ; parfois certaines colonies peuvent avoir une apparence glabre (absence ou

pauvreté du mycélium aérien). Ces critéres sont :

- lerelief des colonies : il peut étre plat ou plissé et la consistance des colonies peut étre molle,

friable, élastique ou dure) ;

~ la taille des colonies : elle peut 8tre trés variable en fonction des genres fongiques : petites
colonies (Cladosporium) ou au contraire colonies étendues, envahissantes (Mucor ;
Rhizopus). La couleur des colonies est un élément trés important d’identification ; les
couleurs les plus fréquentes sont le blanc, le créme, le jaune, I’orange, le rouge allant
jusqu’au violet ou le bleu, vert, le brun allant jusqu’au noir. Les pigments peuvent &tre

localisés au niveau du mycélium (4spergillus, Penicillium) ou diffuser dans le milieu de

culture (Fusarum) ;

_ les structures de fructification ; la présence ou ’absence, au centre de la colonie, des
structures de fructification sexuée (cléistothéce) ou asexuée (pycnides) est aussi un elément

important de diagnose (Botton et a/., 1990).

1.2.2.1.2. Critéres d’identification microscopique
L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait apres réalisation d’un étalement

entre lame et lamelle et coloration & la solution coton bleu. Généralement, un examen a
I’objectif 40est suffisant pour mettre en évidence la plupart d’éléments importants de diagnose

(Cahagnier et Richard-Mollard, 1998).




1.2.2.1.2.1. Le thalle

Tous les champignons poss¢dent un appareil végétatif constitu¢ de filaments (hyphes)

qui, ensemble, forment le thalle filamenteux ou le mycélium ; le thalle peut ctre siphoné ou
septé :
- 1le thalle siphoné, constitué d’¢léments tubulaires peu ou pas ramifiés, de diamétre large et

irrégulier (5-6 pm), non cloisonné est caractéristique des zygomycetes ;

- le thalle septé ou cloisonné, constitué de filaments de diamétre étroit (2-5 pm) et régulier,
divisé par des cloisons en articles uni ou pluricellulaires est caractéristique des Ascomycetes,

Basidiomycétes et Deutéromycetes (Badillet et al., 1987).

1.2.2.1.2.2. Les spores

Les spores qui sont des produits de la reproduction sexuée ou asexuée peuvent étre

endogénes ou exogenes :

- Les spores endogénes (endospores) sont produites a Pintérieur d’un sac fermé (sporange),
porté par un filament spécialisé (sporangiophore). Ces spores, que I’on observe par exemple

chez mes mucorales, sont libérées par le déchirement de la paroi de sporange a maturité ;

- Les spores exogenes (conidies), retrouvées chez les Ascomycétes, les Basidiomycetes et les
Deutéromycétes, sont formées par bourgeonnement & partir d’une cellule spécialisée (cellule
conidiogéne).

L’examen des spores et leur organisation est une étape importante de I’identification

fongique (Campbell et al., 1996).

1.2.2.1.2.3. Aspect des spores

D’aprés la forme et les modalités de septation, on distingue 5 groupes de spores :
les amérospores : spores unicellulaires et de petite taille (Penicillium, Aspergillus) ;
les didymospores: spores bicellulaires (Trichothecium) ;

- les phragmospores : spores pluricellulaires & cloisons transversales (Curvularia) ;




- les dictyospores : spores pluricellulaires a cloisons transversales et longitudinales
(Alernaria) ;

- les scolécospores : Spores étroites, effilées, souvent incurvées et cloisonnées

transversalement (Fusarium).

1.2.3. Mycotoxines et mycotoxigenése
Le terme mycotoxine dérive du grec « mycos », signifiant champignon et du latin toxicum

signifiant «poison». Les mycotoxines sont des molécules capables, a de faibles concentrations,
d’induire un effet toxique (Reboux, 2006). Elles sont, chez ’animal et ’humain qui en
consomment, & 1origine d’effets biologiques nocifs regroupés sous le terme de mycotoxicoses.
Ce sont des métabolites secondaires produits aprés la phase de croissance du champignon. Ils
se distinguent des métabolites primaires comme par exemple les produits de la glycolyse, qui
sont primordiaux pour tout atre vivant. Le métabolisme secondaire est trés diversifié, d'ou la
multitude de métabolites secondaires. Tous les métabolites secondaires ne sont pas néfastes
pour I’homme. Il en est ainsi pour les antibiotiques (Sidhu, 2002). 1l existe donc une grande
diversité de mycotoxines. Sur plus de 400 mycotoxines recensécs, seule une trentaine de
molécules posséde des propriétés toxiques inquiétantes (Mannon et al.,1985). Certaines de ces
toxines sont supposces cancérogénes ou mutagenes, tandis que d’autres sont toxiques pour les
reins, le systéme nerveux ou encore le foie. Par ailleurs, il convient de noter que la toxicité ne

provient pas forceément de la mycotoxine elle-méme, mais peut &tre due a l'un de ses métabolites

issus de sa dégradation.

La mycotoxinogenese correspond a I’ensemble des conditions nécessaires au processus de
synthése et de sécrétion des toxines fongiques dans I’environnement. La production de toxines
et le développement fongique sont intimement liés. Dés lors, les facteurs capables d’influencer
la croissance fongique joucront aussi un role sur la toxinogencse. En revanche, les conditions
idéales de toxinogenése sont plus étroites que celles favorisant le développement fongique
(Moreau,1994). *apparition de toxines fongiques dans un milieu est d’autant plus complexe
qu’une méme espece de moisissure a la faculté de synthétiser plusieurs substances différentes
selon les conditions environnementales, La synthése des mycotoxines n’est pas seulement
influencée par des parametres environnementaux mais aussi par la croissance d’une moisissure
spécifique. Par conséquent, I’identification d’une espéce de moisissure sur un substrat ne
permet pas de prédire avec certitude la présence d’une mycotoxine dans ce substrat. D’autre

art. la résistance des toxines aux facteurs ph siques est telle que I’absence de moisissures sur
part,




une denrée ne signifie pas obligatoirement que celle-ci est dépourvue de mycotoxines. La
toxinogenése est un processus complexe qui n’est pas intégralement connu. La synthése des
toxines fongiques et la croissance fongique sont donc conditionnées par divers facteurs d’ordre
physiques, chimiques et biologiques (D’ Mello et @/.,1997) tels que développés dans la partie

intitulée : Conditions physico-chimiques et biologiques nécessaires au développement des

moisissures.

1.2.4. Classification des moisissures
Les moisissures ne correspondent pas a un groupe systématique homogéne, mais se

situent dans diverses familles de champignons microscopiques. Leur classification est basée sur
les caractéres microscopiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction (Davet,
1996). Les Eumycétes (les vrais champignons) forment un groupe trés vaste incluant les classes

principales des moisissures (Bourgeois, 1980), 4 savoir les Zygomycetes, les Ascomycetes, les

Basidiomycétes et les Deutéromycétes.

1.2.4.1. Les Zygomycétes
Ces moisissures possédent un thalle mycélien non cloisonné et des organes de

reproduction sexuée (Guiraud, 1998). Les familles appartenant & I’ordre des mucorales sont les
plus importantes dans cette classe et comprennent un grand nombre de moisissures saprophytes
mais aussi quelques espéces parasites des champignons, des animaux et des hommes

(mucormycoses) et surtout des contaminants de nombreux produits alimentaires (Leveau et
Bouix, 1993 ; Boiron, 1996).
1.2.4.2. Les Ascomycétes

Les ascomycétes sont définis comme des champignons a thalle mycélien cloisonné, dont
le mode de reproduction est sexué avec des spores endogénes (ascospores). Cette classe
regroupe de nombreux parasites des végetaux mais aussi de nombreuses moisissures (Guiraud,
1998). Ces moisissures sont plus particulicrement nombreuses dans I’ordre des Eurotiales, des
Microscales et des Sphaeriales. Dans cette classe, les genres les plus connus sont Endothia et
Neurospora (Bourgeois, 1998).
1.2.4.3. Les Basidiomycétes

Ils regorgent seulement quelques moisissures parasites. Elles sont caractérisées par un
thalle & mycélium septé et une reproduction sexuée avec la formation des spores exogenes

(basidiospores), c’est le cas des Agaricus et Coprinus (Botton et al., 1999).




1.2.4.4. Les Deutéromyceétes
Encore appelés champignons imparfaits, les Deutéromycétes sont caractérisés par un

mycélium cloisonné et une reproduction végétative réalisée par des spores asexuces ou par
simple fragmehtation du mycélium (Boiron, 1996). Ces moisissures constituent la majeure
partie des Hyphales ; elles sont classées en fonction des caractéristiques des organes conidiens
et du mode de groupement des hyphes. Le gi'oupe des Deutéromycétes contient un grand
nombre de contaminants de végétaux et des produits alimentaires : Trichoderma,

Cephalosporium, Fusarium, Geotrichum ; cette classe regroupe aussi les genres Penicillium et

les Aspergillus (Frazier, 1967 ; Punt et al., 2002).

Fig.1. Quelques champignons filamenteux (Fraizier, 1967) x 400
a) Aspergillus; b) Penicillium; c) Cladosporium;, d) Mucor; €) Acremonium; f) T richoderma

g) Stachybotrys; h) Fusarium; i) Geotrichum; j) Alternaria; X) trichothecium;

)Scopulariopsis
m) Helminthosporium; n) Neurospora, o) Botrytis; p) Cephalosporium; q) Rhizomucor; 1)

Rhizopus.
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Fig.2. Classification des moisissures (Fraizier, 1967)




1.2.5. Intérét des moisissures
Actuellement, les moisissures jouent un role primordial dans divers domaines

d’application; elles sont utilisées dans les industries alimentaires, chimiques, la biolixiviation
et la biotransformation, etc. Cependant 1’industrie n’exploite commercialement qu’un petit
nombre de métabolites de quelques espéces seulement (Boiron, 1996). Leur intérét économique
repose sur leur activité biologique dans la production d’une grande diversité de molécules
produites au cours des métabolismes primaires et secondaires, exploitces en particulier par

I’industrie pharmaceutique et en médecine (Larpcnd-GourQaud et Sanglier, 1992).

1.2.5.1. Intérét alimentaire
Les champignons filamenteux sont des producteurs importants d’acides organiques ftels

que I’acide gluconique, I"acide malique, I’acide acétique et I’acide citrique (Leveau et Bouix,
1993 : Boiron, 1996). Ce dernier est notamment produit par Aspergillus niger, ou 60% de sa

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

La production de biomasse peut étre une source importante pour I’alimentation animale
et méme humaine, en servant de complémentation des produits céréaliers. Quelques especes
fongiques ont un grand usage, c’est le cas d’ Aspergillus niger, de Fusarium graminearum et de
Trichoderma harzianum (Botton et al., 1999; Larpent-Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Delgado-
Jarana et al., 2002) Les enzymes fongiques restent toujours les outils clés de la biotechnologic
et reflétent de plus en plus I'importance et le role infini des moisissures dans les différentes
applications alimentaires. Aspergillus niger est un bon exemple, il produit la cellulase,
I’amylase, I'invertase et la pectinase, employées principalement comme des catalyseurs
biologiques en glucoserie, brasserie et pour la fabrication des boissons. Cette moisissure secréte

aussi des protéases, des lipases et des estérases utilisées dans différentes applications

alimentaires (Kosikowski, 1988 ; Scriban, 1999).

1.2.5.2. Intérét pharmaceutique
La production industrielle en vitamines se limite 4 une partie de la synthése de la

riboflavine produite spécialement par Eemothecium ashbyii cultivé en milieu agite et
supplémenté en lipides. La vitamine A pourrait faire I’objet d’une production microbiologique
par les champignons notamment les espéces de I’ordre des mucorales (Botton et al., 1999).
Les champignons filamenteux sont des grands producteuré d’antibiotiques tel que la pénicilline
produite par le genre Penicillium et la céphalosporine produite par Cephalosporium (Larpend-
Gourgaud et Sanglier, 1992 ; Botton et al, 1999). Cependant les acides organiques d’origine

fongique n’ont pas une application pharmaceutique importante (Divies, 1984).
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1.2.5.3. Intérét médical
La découverte par Fhleming (1928) du premier antibiotique (la Pénicilline) extrait de

Penicillium notatum

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

Botton et al., 1999).
La découverte de la cyclosporine, puissant agent immunodépresseut, puis la mise en
&évidence de corrélation entre I’activité de certaines enzymes et diverses pathologies ont permis

de donner un grand essor aux sciences médicales et pharmaceutiques (Botton et a/., 1999 ;

Richard, 2005).
1.2.6. Dissémination

Les champignons se propagent sur différents substrats, par I’intermédiaire de spores qui
sont des corpuscules de 2 a 250 pm de diametre. Les spbres sont disséminées principalement
par I’air ambiant ou par le contact de ’homme. Lorsqu’elles se déposent sur un substrat
organique, tel que le support papier, elles germent si les conditions d’humidité et de température
sont favorables. Elles y pénétrent par voie chimique (production d’enzymes, de toxines) ou par

voie mécanique en exer¢ant une pression sur le substrat (Chabasseet al., 1999).

1.2.7. Cycle de vie des moisissures
Le cycle de vie des champignons comprend deux types de reproduction :

une reproduction asexuée, au cours de laquelle une spore ou un fragment de mycélium
croit et se développe sur un substrat. Le mycélium différencie des conidiophores a
I’extrémité desquels des conidies sont émises puis disséminées;

la reproduction sexuée, implique la rencontre de deux mycéliums de signes sexuels
opposés. Un mycélium & n chromosomes va rencontrer un autre mycélium a polarité
complémentaire pour donner lieu 2 la fusion des cytoplasmes, ce qui engendre un

nouveau mycélium a 2n chromosomes. Les cycles de vie différent d’un champignon a

un autre selon leur type de spores.
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Fig.3. Cycles de vie des champignons (Roquebert, 2002).

1.2.8. Conditions physico-chimiques nécessaires au développement des moisissures
Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes. Elles se développent

seulement si le milieu leur apporte les éléments nutritifs nécessaires. Comme tout

microorganisme, la croissance fongique est dépendante d’un certain nombre de parametres

intrinséques et extrinséques du milieu.

1.2.8.1. Température
Les moisissures peuvent se¢ développer entre 0°C et 35°C. Certaines espeéces sont

capables de se développer a des tempcratures extrémes : Cladosporium herbarum peut se

développer a des températures inférieures a 0°C et A. flavus ou A fumigatus jusqu’a 60°C. En
général, la température optimale de toxinogénése est voisine de la température optimale de
croissance. Pour d’autres toxines, telles que la zéaralénone élaborée par F. roseum, la

température optimale de toxinogénése est généralement inférieure & celle de la croissance,




respectivement 15 et 25°C. Parfois, I’apparition de mycotoxine dans les conditions naturelles
est favorisée par des températures relativement basses, au voisinage de la température minimale

de croissance : de I’ordre de 1°C a 4°C pour les trichothécénes produites par F. tricinctum

(Pfohl-Leszkowicz, 1999).

1.2.8.2. Activité en eau (Av)
L'A,, d'un aliment dépend de sa composition chimique, c'est-a-dire de la quantité d'eau

retenue par les sels, sucres et protéines, ainsi que de ses caractéristiques physiques (porosité,
polarité). Ce parametre peut varier de 0 (pour les substrats dans lesquels toute l'eau est retenue)
a 1 (pour I’eau pure). Les moisissures sont, de fagon schématique, plus xérotolérantes que les
autres microorganismes (bactéries, levures). La plupart des moisissures se développent bien
pour des activités en eau voisines de 0,85. Par conséquent, beaucoup de produits dont I"activité
hydrique ne permet pas la croissance bactérienne peuvent étre colonisés par les moisissures.
Les moisissures appartenant aux genres Aspergillus et Penillium sont généralement capables se
développer a des Ay voisines de 0,7 4 25°C ; elles peuvent donc se développer dans les aliments
pauvres en eau comme les céréales au cours de stockage, les fruits secs, les produits dont
Iactivité hydrique a été réduite (produits de saison séche, confitures,...) (Castegnaro, Pfohl-
Leszkowicz, 2002). Par comparaison, les Fusarium ne peuvent se développer qu’a des Aw
supérieures a 0,9. Il s’agit donc d’espéces se développant au champ, sur les plantes vivantes

(Castegnaro, Pfohl-Leszkowicz, 2002).

1.2.8.3. pH
Les moisissures peuvent se développer dans une large gamme de pH; elles se

développent normalement pour des pH compris entre 3 et 8, leur croissance étant normalement
optimale entre 5 et 6. En raison de leur acidité (pH inférieur a 6), de nombreux aliments comme

les légumes et les fruits sont beaucoup plus exposés 4 une altération fongique que bactérienne

(Tabuc, 2007).

1.2.9. Conditions de croissance des moisissures

1.2.9.1. Eléments nutritifs
Les moisissures sont des microorganismes hétérotrophes, elles exigent donc la présence

des &léments nutritifs de base (carbone, azote et ions minéraux) dans le milieu qui assure leur
croissance. Les moisissures possédent une panoplie enzymatique extrémement riche qui leur
permet d’utiliser plus efficacement encore que les bactéries les substrats les plus complexes.

Leur digestion doit commencer dans le milieu extérieur par des enzymes excrétées
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(extracellulaires) ou liées & la paroi, car seules les molécules de taille relativement petite

peuvent franchir les parois et gagner le cytoplasme (Davet, 1996).

1.2.9.2. Source de carbone et d’énergie
Pratiquement tous les composés organiques peuvent étre utilisés comme source de

carbone et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le glucose
et le saccharose avec quelques polysaccharides comme 1’amidon et la cellulose (Boiron, 1996 ;
Nicklin et a/., 2000). D’autres produisent des lipases extracellulaires capables d'hydrolyser les
lipides en glycérol et acide gras qui peuvent étre assimilés par beaucoup d'especes fongiques,

alors que seulement certaines espéces utilisent les acides organiques et I'éthanol (Boiron.1996
q p ganiq

; Tabuc, 2007).

1.2.9.3. Présence d’oxygéne
La quantité d’oxygéne mise a la disposition des moisissures est un facteur important de

développement. La plupart sont aérobies, les plus exigeantes vivent dans les régions
périphériques des substrats, les moins exigeants peuvent se développer en profondeur comme
Fusarium, Oxysporum et Aspergillus fumigatus. Certaines peuvent méme supporter une

anaérobiose trés stricte comme Neocallimastix (Bourgeois, 1989 ; Botton et al,, 1999).

1.2.10. Les aliments
Le pain et le biton de manioc constituent une alimentation de base pour bon nombre de

familles camerounaises.

1.2.10.1. Biton de manioc
Plus connu sous le nom de « bobolo » au Cameroun, le baton de manioc est classé dans

la catégorie des mets populaires chez les bantous. C’est 1’un des mets les plus populaires des
cérémonies au Cameroun (mariage, dote, funérailles...).

Le processus de fabrication du baton de manioc se décrit de la maniére suivante :
Eplucher et laver le manioc avant de le faire tremper dans de I’eau froide pendant 4 & 5 jours.
Les tubercules doivent étre bien molles avant de les retirer de I’eau. Egoutter les tubercules,
puis les ouvrir en deux dans le sens de la longueur et retirer la partie centrale. Presser pour
extraire le maiimum d’eau, puis piler la chair. Prélever la pate et la rouler pour obtenir des
bétonnets de 7 a2 9 cm de longueur et de 2 4 3 cm de diamétre selon les preférences. Disposer
les batonnets dans le sens de la longueur d’une feville d 'Hypselodelphis violacea (Marantaceae)
servant d’emballage, laisser 2 cm & chaque extrémité pour rabattre en roulant le tout avec une

ficelle de ménagére qui peut &tre faite & partir de la peau du tronc du bananier. Mettre les feuilles
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de bananier au fond de la marmite et ajouter de I’eau. Puis laisser cuire a la vapeur pendant 1 h

30 min (ANI International ; 2018)

1.2.10.2. Pain
Les différents ingrédients nécessaires & la fabrication du pain sont : farine, eau, levure

et sel.
Le processus de fabrication du pain s’articule sur 8 étapes (Jurgen et a/., 2003) :

le pétrissage, consiste a mettre les ingredients dans un pétrin en les mélangeant pour

obtenir une grosse boule de pate ;

- le pointage, ici on laisse la patte se reposer suivi d’un gonflement grace a la levure

qu’elle contient ;

la division ou le repos, consiste & partager la grosse boule de pate en petites boules
de méme poids appelées patons ;

le fagonnage, consiste de donner a chaque paton une forme voulue par exemple une
baguette, a la main ou avec une machine ;

- D’apprét qui consiste a poser le pain cru obtenu sur un tissu pour qu’il se repose et
gonfle encore plus ;

I’enfoncement, consiste & faire des traits réguliers sur chaque pain cru suivi de leur
enfournement dans un four a 250°,

la cuisson, ici le pain cuit sans se dessécher grice a la vapeur injectée dans le four

avant I’enfournement ;

le défournement, ici le pain est retiré du four apres vérification de leur état de

cuisson.
1.2.11. Le milieu de culture MEA ,

Encore appelé gélose & Iextrait de malt, le milicu de culture MEA (Malt Extract Agar)
est utilisé pour la recherche, le dénombrement des levures et des moisissures dans les produits
alimentaires et des produits pharmaceutiques. Il convient également pour l’entretien et
Pisolement des souches. En milieu acide, I’extrait de malt, qui est riche en glucides, apporte
tous les éléments nutritifs nécessaires au métabolisme des moisissures. En outre, I’acidité du
milieu inhibe le développement de la plupart des germes contaminants. Le milieu de culture
MEA préparé en tubes ou en flacons peut se conserver pour une durée de 6 mois a 2-8°C (a titre
indicatif) et d’un mois a 2-8°C pour le milieu préparé en boites de pétri (www.biokar-

diagnostics.fr).
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CHAPITRE II : MATERIEL ET METHODES

I1.1. Matériel

IL.1.1. Types d’aliments utilisés
Le matériel utilisé pour ce travail est constitue de trois types d’aliments couramment

consommés dans la zone et de trois marchés,  savoir : le baton de manioc, le pain et le géteau.

Cette variabilité des licux d’achat représente les 3 répétitions utilisées pour chaque aliment a

qui un code est attribué suivant le tableau ci-dessous :

Tableau I: Aliments

Code Aliment Répétitions
701 Pain R1/R2/R3
Z02 Géteau R1/R2/R3
703 Baton de manioc R1/R2/R3

Chaque aliment est échantillonné en 3 répétitions en rapport avec les 3 lieux d’achat que sont
les marchés de Melen (R1), de Mfoundi (R2) et de Mvog Mbi (R3) ou les boulangeries Santa

Lucia, Sélect et Socropol ont été respectivement sollicitées.

11.1.2. Matériel de laboratoire

Le matériel de laboratoire utilisé pour ce travail est constitué :

— du brileur a alcool pour stériliser les pincettes a chaque prélévement des moisissures

cultivées ;

- de I’anse de platine pour le prélevement de la flore fongique ;

_ des lames porte-objets qui servent a faire des préparations microscopiques ;

_ de le glycérine a 12% pour réaliser des pré arations a longue durée ;
| ]

— du microscope optique & oculaire micrométrique de marque OLYMPUS CH-2 pour les

observations et la mesure de la taille des structures observées ;

_ d’un autoclave de marque SANO pour stériliser le matériel et les milieux de culture ;

— des boites de pétri de 9 cm de diametre pour réaliser les cultures des moisissures ;

— des tubes a essai pour conserver les cultures ;

— des erlenmeyer de 500 ml, pour la préparation des milieux de culture ;

—du paraﬁim pour sceller les cultures dans les boites de pétri ;




—d?

une balance électronique de marque KERN pour mesurer le poids des ingrédients des

milieux de culture ;

_ d’un réfrigérateur & température variable (4 a 8°C) utilisé comme milieu de conservation

— d’un appareil photo numérique de marque CANON pour les photos réalisées.

I1.1.3. Matériel de préparation du milieu de culture MEA (Malt Extract Agar) utilisé

Composition:

Extrait de Malt.............. 15g
Agar-agar...........cooiennn 7,58
LT R 1] L[ —— 1000 ml

11.2. Méthodes

I1.2.1.

3

2)

3)

Origine et conservation des aliments mis en observation
Ceci s’est fait en plusieurs étapes qui se résument ainsi qu’il suit

Préparation du dispositif de conservation (petits cartons, bocaux, boites en plastiques)
et de mise en observation en les mettant au propre ;

Achat des aliments supposés sains et mise en observation au laboratoire apres
vérification au préalable a I’ceil nu de leur état sanitaire déja au marché au moment de
I’achat, et ensuite beaucoup plus méticuleusement au laboratoire, et si nécessaire a la
loupe ou au microscope & dissection pour pouvoir les classer avec assurance soit comme
aliments sains et dans ce cas éventuellement utilisés ou alors susceptibles d’étre déja
contaminés et dans ce cas non utilisés dans I’expérimentation ;

Disposition des aliments séparement par type dans le dispositif de conservation (carton,
bocal, boite), portant la date de mise en place agrafée sur un bout de papier, puis dépot
des 3 répétitions (R1, R2 et R3) de chaque aliment d’une part a température ambiante

du laboratoire et d’autre part dans le réfrigérateur (4°C a 8°C).
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Fig.4: Dispositif de conservation des aliments

11.2.2. Conservation du milieu de culture MEA
Dix-huit boites de Pétri de 10 mm de diamétre contenant le milieu MEA coulé le

méme jour ont été réparties en 2 lots de 9 boites (3 répétitions de 3 boites chacune) dont I'un

des lots, placé en observation a temperature ambiante du laboratoire et le deuxiéme placé le

méme jour plutot dans un réfrigérateur (4°C-8°C). Les boites étaient observees tous les2a3
jours afin de déceler tout début de contamination par les moisissures spontanées qui
apparaitraient sur le milieu de culture MEA 2 ces différentes températures et noter le temps

d’incubation avant apparition des premiers signes, le temps mis par la moisissure pour

coloniser la moiti¢ de la surface du milieu de culture et le temps de colonisation de toute la

boite de pétri afin d’évaluer le différentiel de temps €1 plus ou en moins entre ces 2 milieux
de conservation.

[1.2.3. Description de la flore fongique
La description de la flore fongique s’est faite suivant le processus ci-apres :

1) Observation de I’état sanitaire de [aliment tous les 2 a3 jours
pris des photos quand nécessaire, tout en notant sur la fiche d’
symptomes des contaminants fongiques
contaminations observes ;

2) Réalisation des prélévements avee ’anse de platine ou la
stérilisée & la flamme sur 1’échan

représentatif et réalisation des préparations microscopiques Sur lames et

maximum et aptés avoir

observation des

ur aliments les dates €t caractéristiques des

lancette ou une pincette

tillon contaming (Répétition R1 ou R2 ou R3) le plus

lamelles



[

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

d’abord pour observation directe au microscope- des caractéristiques du contaminant
fongique ;

Préparation des milieux de culture appropriés (MEA, principalement) dans les boites de
pétri de 9 cm de diamétre pour la mise en culture pure des moisissures observées ;
Mise en place des cultures de la moisissure dans les boites de Pétri (3 répétitions R1,
R2 et R3 par type de contaminant observé) en inoculant au milieu des boites a I’aide de
I’anse de platine (ou lancette, ou pincetté) préalablement stérilisée a la flamme ;
Repiquage si nécessaire (en inoculant toujours au milieu de la boite) jusqu’a obtenir des
cultures pures pour chaque type de moisissure observée ;

Réalisation des photos et description des caractéristiques des cultures obtenues telles
que observées & I’ceil nu et au microscope a dissection : caractéristiques du mycélium,
couleurs et variations de couleurs, ornementations, etc.... ;

Réalisation des cultures pures sur lames porte-objet ;

Observation & I’ceil nu et au microscope des cultures sur lames et description de leurs
caractéristiques macroscopiques et microscopiques

Identification du contaminant & partir des caractéristiques décrites.

I1.2.4. Identification des contaminants fongiques
Les contaminants fongiques sont identifiés en utilisant essentiellement les outils de la

taxonomie conventionnelle qui consistent & comparer les caractéristiques macroscopiques et

microscopiques décrits a celles existant dans les monographies, les clés d’identification et

autres documents spécialisés citées en bibliographie. Les principaux documents utilisés pour

I’identification étaient ceux de Samson et al. (2010), Gams et a/.(1998) et Barnett et Hunter

(1972).

11.2.5. Conditions de travail
Tableau 11 : principaux facteurs de croissance et de développement des moisissures

Principaux facteurs
Traitements Température Hygro thermométrie
Réfrigérateur 5.5°C 61 %
Température ambiante 25°C-30°C 46 %
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CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSION

TI1.1. Reésultats

I11.1.1. Identification des moisissures
Les moisissures sont identifiées par la combinaison des différents examens

macroscopiques et microscopiques effectués aprés une incubation de 5 a 7 jours sur le milieu
de culture MEA a température ambiante et a température de réfrigération. Sur la base des

principaux documents (Samson et al.(2010), Gams et al.(1998) et Barnett et hunter (1972)

utilisés pour leur identification.

4 genres de moisissures ont ¢té identifiés sur les aliments anlysés et le milieu de culture

MEA, 4 savoir les genres Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma et Ulocladium.

Leur répartition par aliment ainsi que leurs caractéres culturaux et autres caracteéres

microscopiques sont présentés ainsi qu’il suit :

II1.1.1.1. Types de moisissures identifiés sur les aliments et leurs caractéristiques

II1.1.1.1.1. Aspergillus identifié sur différents types d’aliments et milieu de culture MEA

- Surle pain:

Fig.5. Pain présentant des taches de moisissures causées par Aspergillus sp.

Couleur grisitre et aspect poudreux des colonies sur le pain; temps d’incubation avant

apparition des premiers signes de contamination a température du réfrigérateur est égal a 27

jours.

‘L—A



- Sur le giteau

Fig.6. Géteau présentant des taches de moisissures causées par Aspergillus sp.

poudreux des colonies sur le géteau ; temps d’incubation avant

Couleur grisitre et aspect
amination 4 température ambiante est €

apparition des premiers signes de cont gal & 2 jours.

- Spontané sur le milicu de culture MEA

Jus sp. poussant spontanément comme contaminant fongique sur milieu de

Fig.7. Aspergil
culture MEA & températur

e ambiante au laboratoire.

colonies sur le milieu de culture ; temps d’incubation

Couleur verdatre et aspect poudreux des
n 4 température ambiante est égal a 7 jours.

avant apparition des premiers signes de contaminatio

I11.1.1.1.2. Caractéres culturaux et microscopiques des Aspergillus observés sur aliment

et sur milien de culture MEA




AT A i |

=

e ____-_ -

Fig.8. : Structure morphologique de Aspergillus sp. poussant comme moisissure spontanée

sur milieu de culture (MEA) et sur produits alimentaires de boulangerie (pain, giteau)
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A : la fléche bleue indique un sporocyste ; la fléche rouge indique un sporocystophore et la

fléche jaune indique les conidies.

B : la fléche rouge un sporocystophore ; la fléche bleue indique un sporocyste et la fléche jaune

indique les conidies regroupées en chaine sur phialide.

C : la fleche jaune indique une conidie isolée, et la fleche bleue indique des conidies en amas.

D : la fléche bleue indique le développement des conidies en chaine et la fléche jaune indique

un anneau reliant les conidies en chaine.

E : la fléche rouge indique des conidies verdatres présentant une paroi épaisse.




nidiogénes) et conidiophores chez

(MEA) et sur

Fig.9. Développement des conidies sur phialides (cellules co

Aspergillus sp. poussant comme moisissure spontanée sur milieu de culture

produits alimentaires de boulangerie (pain, giteau,).

A : la fléche rouge indique un conidiophore portant des conidies en chaine sur phialides, la

fléche jaune indique une ramification des hyphes & conidiophores sur ’hyphe végétatif.

B : la fleche verte indique les conidies en chaine, la fléche jaune indique un phialide unisérie,

la fléche rouge indique un conidiophore et la fléche bleue indique un stipe.
C : 1a flache verte indique une conidie, la fléche jaune un phialide unisérié, la fléche rouge un
conidiophore et la fleche bleue un stipe.

I1L.1.1.1.3. Rhizopus identifié sur les différents types d’aliments

- Sur le baton de manioc :

Fig.10. Béton de manioc présentant des taches (fléches) de moisissures caus¢es par Rhizopus

sp.




Couleur verdatre et aspect laineux des colonies observées sur I’aliment ; temps d’incubation

avant appatition des premiers de contamination & température ambiante est égal a 3 jours.

- Sur le giteau :

Fig.11. Gateau présentant des taches de moisissures causées par Rhizopus sp.

Couleur noirdtre et aspect poudreux des colonies observées sur I’aliment ; temps d’incubation
avant apparition des premiers signes de contamination en milieu ambiant est égal a 3 jours.

II1.1.1.1.4. Caractéres culturaux et microscopiques des Rhizopus observés

Fig.12. Culture pure puis zoom sur loupe binoculaire de Rhizopus stolonifer

A : culture pure trés dense et mature de Rhizopus stolonifer de couleur noirtre a aspect

poudreux & cotonneux prélevée sur I’aliment.

B: zoom sur vieilles cultures de Rhizopus stolonifer présentant sporocystophores & aspect

blanchétre (fléche rouge) et des sporocystes d’apparence grenue (tAches grises).
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Fig.13. : Structures morphologiques de Rhizopuis stolonifer prélevé sur pain et giteau moisis et

ensuite cultivé sur milieu artificiel (MEA).

A : structure compléte de Rhizopus stolonifer
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B : la fleche rouge indique un sporocyste mature, la fléche jaune un sporocystophore bien
différencié

C : la fleche jaune indique un sporocystophore différentiant des stalons ramifiés a sa base

D : la fléche jaune indique un sporocytophore sans stalons a sa base

t

E : la fléche rouge indique un sporocyste libérant des conidies apres rupture de la paroi

F : la fléche rouge indique une paroi du sporocyste a maturité déchiree, la fléche verte indique

la libération des conidies.

Fig.14. Structure morphologique des stolons de Rhizopus stolonifer prélevé sur pain et giteau

moisis et ensuite cultivé sur milicu artificiel (MEA)
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A - la fléche bleue indique un sporocystophore, la fléche rouge des stalons développés du

sporocystophore

B/C/D : la fléche jaune indique des ramifications primaires des stalons, les fléches rouges

indiquent des ramifications secondaires des stalons et la bleue indique un sporocystophore.

Fig.15. Structure morphologique et conidies de Rhizopus aff. acidus prélevé sur pain et gateau
moisis et ensuite cultivé sur milieu artificiel (MEA)

A : la fléche jaune indique des conidies en chaines sur sporocyste ; la fléche rouge indique un

sporocyste ; la fléche bleue, un sporocystophore et la fléche verte, des amas d’hyphes végétatifs

sur milieu de culture

B : représente les conidies isolées et en amas présentant des aspérités en surface

111.1.1.1.5 Trichoderma sp. identifié sur différents types d’aliments

- Sur le giteau : *

Fig.16. Trichoderma sp. poussant sur gateau conditionné et mis en observation a température

ambiante du laboratoire.
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Couleur verdatre et aspect poudreux des colonies de Trichoderma sp. observées sur I’aliment ;
temps d’incubation avant apparition des premiers signes de contamination a température

ambiante du laboratoire est égal 3 jours.

IIL1.1.1.6. Caractéres culturaux et microscopiques des Trichoderma sp. observés

2D1R,
( foun. ofa jeaf | A

Fig.17. culture pure de Trichoderma sp. prélevé du giteau

A : indique une culture pure, dense et & maturité sur le milieu de culture MEA de Trichoderma

sp., couleur verdétre et aspect glabre des colonies

B : indique une vieille culture de Trichoderma sp.

Fig.18. Structures morphologiques de Trichoderma sp.




Fléche rouge : filaments de mycélium ramifiés ; Fléche jaune : conidies ou spores regroupees

€n amas.

[IL1.1.1.7. Caractéres culturaux et microscopiques de Ulocladium ou espéce affine

observée

- Poussant spontanément sur le milieu de culture MEA :

Fig.19. Ulocladium sp ou espéce affine poussant spontanément comme contaminant fongique

sur milieu de culture (MEA)  température ambiante du laboratoire.
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Couleur noiratre et aspect cotonneux en général de la culture sur MEA, le sommet des colonies

3 maturité sur milieu de culture apparait a fond claire et avec un aspect grenu.

B/C/D : présentent des hyphes de Ulocladium sp. Ou espéce affine présentant des structures

secondaires en forme d’amas de filaments.
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Tableau II : Tableau récapitulatif des espéces de moisissures observées sur les aliments et sur

le milieu de culture MEA
Type d’aliment Espéces de moisissures Temps moyen d’incubation
ou milieu de observées (jours)
culture A température Dans A température Dans
ambiante le réfrigérateur Ambiante le réfrigérateur
(20-27°C) (4-8°C) - (20-27°C) (4-8°C)
-Rhizopus sp. -3 jours
Pain -Trichoderma - -3 jours _
sp.
Gateau - Aspergillus sp. _ 26 jours
Baton
de manioc Rhizopus sp. - 7 jours -
Milieu -Aspergillus sp. -7 jours
de culture -Ulocladium sp. - -8 jours B

Sur la base des résultats portant sur I’identification des contaminants fongiques de
quelques aliments couramment consommes dans la région du Centre, 3 genres de moisissures
ont 6té mis en évidence a savoir : Rhizopus, Aspergillus et Trichoderma. Ajoutés a ces
derniers, 2 genres poussant spontanément sur les milieux de culture MEA : Ulocladium et
Aspergillus. Ces résultats montrent I'existence d’une flore fongique variée, avec une plus

grande représentativité des genres Aspergillus et Rhizopus qui contaminent plus les produits

pétissiers  savoir le pain et le gateau.
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I11.1.2. Influence de la température sur le développement des moisissures
Les aliments placés dans les conditions de température ambiante et de réfrigération

présentent des différences sur le type des moisissures qui s’y développent et sur la durce de

colonisation.

Tableau I1I : Evaluation de la durée de colonisation du pain par la mycoflore en fonction de la
température de conservation

Paramétres Type d’aliment : pain Type d’aliment : pain (Z01)
(Z01) conservé a conservé au réfrigérateur
température ambiante  (4°-8°C)

R1 R2 R3 R RR R R R b-a
moye 1 2 3 mo

n (a) yen
(b)

Mise en observation (d1) Jo JO JO 0 Jo JO 1O 0 0J
Temps d’apparition des premiers 3 J4 J4 J27
symptdmes (d2) sur I’aliment
Nombre de jours d’incubation (N=d2- 3 4 4 3,66 27 27  23,33)
dl)
Temps de colonisation a 50% (d50) Jo J8 )9 I53
Nombre réel de jours (N=d50-d1) pour 6 8 9 7,66 53 53 4534)
ds0
Temps de colonisation a 100%(d100) Jo J11 J14 11,33 J68 68 56.57

NB : R(répétitions) ; J (Jour) ; Température ambiante : 23-25°C ; a et b : temps moyen

co
o

68

~
=]

56,6
53 ;

45,34

o
o ©

27
23,33

Temps en jours
W - (%3]
o =

N
=]

11,33
7,66
3,66

U
(=]

0 0 0

o

Mise en obsevation Temps d'apparition Temps de Temps de
des lers symptdmes colonisation 8 50% colonisation a 100%

Moyenne des répétitions & température ambiante et du réfrigérateur

® R moyen © R'moyen R-R

Fig.20.Temps moyen de colonisation du pain par la flore fongique a température
ambiante et de réfrigérateur
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Tableau IV : Evaluation de la durée de colonisation du gateau par la mycofloreen fonction de

la température de conservation

Paramétres

Type d’aliment : giteau

Type d’aliment : giteau

(Z202) (Z02)

conservé A température  conservé au réfrigérateur

ambiante

Rl R2 R3 Rmoyen R° R R R’ b-a

' (a) 1 2 3  moyen
(b)
Mise en observation (d1) Jo Jo JO Jo Jo JO 0J
Temps d’apparition des premiers 2 J2 I3 J29 J26 26J
symptdmes (d2) sur I’aliment
Nombre de jours d’incubation (N=d2- 2 A 3 2,33 29 - 26 27,5 25,
dl) 2]
Temps de colonisation 4 50% (d50) J6 J7 J6 J44 142
Nombre de jours (N=d50-d1) 6 7 6 6,33 44 42 43 36,
' 67]

Temps de couverture surface Ji11 J12 J13 I J54 J50 52 40]

d'aliment a4 100% (d100)

NB : R(répétitions) et J (Jour) ; Température ambiante : 23-25°C ; a et b : temps moyen

Temps en jours
[y w - W (=2}
{= (=1 (=} =] <

—_
L]

0 0 0
0

43

36,67

27,5 252

; 6,33
2,33 [ ‘

52

40

Mise en obsevation Temps d'apparition Temps de colonisationTemps de colonisation

des lers symptomes

. a50%

a 100%

Moyenne des répétitions 4 température ambiante et du réfrigérateur

mRmoyen © R'moyen R-R

Fig.21. Tempé moyen de colonisation du giteau par la flore fongique & température ambiante et de

réfrigérateur
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Tableau V: Evaluation de la durée de colonisation du baton de manioc par la mycoflore en
fonction de la température de conservation

Paramétres Type d’aliment : biton  Type d’aliment : biton de
de manioc (Z03) manioc (Z03) conservé au
conservé a température  réfrigérateur
ambiante '
R1 R2 R3 R R'1 R2 R R b-a
moyen 3  moyen
(2) (b)
Mise en observation (d1) Jo JO JO 0 JO Jo JO 0 0
Temps d’apparition des premiers 18 J7 Job - - - Néant -
symptomes (d2) sur I’aliment
Nombre de jours d’incubation 8 7 6 7 - - - Néant -
(N=d2-d1)
Temps de colonisation de la Ji6 J18 J15 - - - Néant -
surface d’aliment a 50% (d50)
Nombre de jours (N=d50-d1) 16 18 15 16,33 - - - Néant -
Temps de colonisation a 100% 23 17 J25 25 - - - Néant -

(d100)

30

[oe]
wh

33
(=1

i

=

7

Temps en jours

wn

0

0 0 0 \

0

Mise en obsevation Temps d'appatition

des lers symptomes
Moyenne des répétitions & température ambiante et du réfrigérateur

1 R moyen

R'moyen

Temps de

colonisation 4 50%

R-R

0 0

NB : R(répétitions) et J (Jour) Température ambiante : 23-25°C ;aetb

: temps moyen

25

Temps de
colonisation 4 100%

Fig.22. Temps de colonisation du béton de manioc par la flore fongique a température

ambiante et de réfrigérateur
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Les résultats relatifs 4 I’évaluation de I’influence de la température sur le processus de
conservation des aliments (tableaux et histogrammes ci-dessus) montrent que pour une méme
date de mise en incubation du pain, des giteaux et des bitons de manioc (JO), 100% de ces
aliments placés & température ambiante du laboratoire sont contaminés. Ce qui n’est pas le cas
avec ceux placés a température du réfrigérateur (4-6°C) ou seule une partie des
produits patissiers (pain et giteau) est contaminée soit 50% et 0% de baton de manioc placé a
température du réfrigérateur contaminé. Un autre aspect remarquable des résultats est la durée
d’apparition des premiers symptomes de contamination des aliments et la durée de
recouvrement. Le temps d’apparition des premiers signes de contamination est en moyenne de
3,66 jours pour le pain, 2,33 jours pour le gateau et de 7 pour le baton de manioc, placés a
température ambiante et de 23,33 jours pour le pain, 27,5 jours pour le giteau tous placés au
réfrigérateur. Le baton de manioc placé au réfrigérateur est resté sans signe de contamination
jusqu’a la fin de I’expérimentation deux mois environ avec des différentiels de temps de

conservation de 27 jours pour le pain, 26 jours pour le gateau ct néant pour le béton.
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Les résultats sur I’évaluation du temps de colonisation du milieu de culture MEA par
les contaminants fongiques en fonction de la température de conservation montrent que pour
un méme temps de mise en observation JO, le temps moyen d’apparition des premiers
symptomes est de 7,44 jours pour le milieu de culture MEA conservé i température ambiante
et 18,33 jours pour le milieu de culture MEA conservé au réfrigérateur soit une différence de
10,92 jours en moyenne entre les deux types de conservation. A 50% de colonisation du milieu
de culture, le temps moyen de colonisation & température ambiante est 11,44 jours pour un
nombre réel moyen de jours égal 4 4,33 et de 33,99 jours.de moyenne au réfrigérateur pour un
nombre réel moyen de 15,33, soit une différence de 22,55 jours. A 100% de colonisation du
milieu de culture, le temps de colonisation & température ambiante est de 12,33 jours pour un
nombre réel moyen de jours égal & 12,33 et de 55,55 jours, soit une différence de 35,11 jours

de moyenne au réfrigérateur pour un nombre réel moyen de jours 36,88.

I11.2. Discussion _
Le travail sur D’identification des contaminants fongiques qui se développent sur

quelques aliments couramment consommés placés a températures ambiante et au réfrigérateur
a permis d’identifier trois genres a savoir Aspergillus, Rhizopus et Trichoderma & température
ambiante et un seul genre (dspergillus) & température de réfrigerateur. Ces résultats sont en
conformité avec ceux des travaux menés par Phohl-leswkowicz (1990) portant sur la répartition
des genres de moisissures en fonction du type d’aliment. Ces résultants témoignent le caractére
mésophile de la plupart des moisissures dont I'intervalle de température pour un développement
et une croissance optimale se situe entre 15 et 25°C, température correspondante a la
température ambiante. Les travaux menés par Bensoussan et al. (2007) vont un peu plus loin
en donnant la plage de développement optimal de plusieurs especes du genre Apergillus pour
des températures moyennes égales ou supérieures 430°C et sont en conformité avec les résultats
obtenus dans ce présent travail. La non contamination des batons de manioc par des moisissures
deux mois aprés leur mise en observation a température de réfrigérateur pourrait s’expliquer
par la complexité de constitution du matériau « feuille » servant d’emballage de ces batons de
manioc qui n’est facilement pas digéré par les enzymes de ces moisissures aux températures du
réfrigérateur (4-8°C). Les différences observées au niveau du temps d’apparition des premiers
signes de contamination et méme de la durée de recouvrement de ces moisissures chez le pain
et le gateau A température ambiante et de réfrigérateur pourraient s’expliquer par la consistance,
la teneur en eau et en éléments nutritifs de chacun de ces aliments. Ainsi, le giteau de

consistance plus souple (teneur en eau plus élevée qui est un ingrédient indispensable pour la




croissance du mycélium), au gofit plus sucré (contient plus de glucides trés affectionnés par les
champignons en général) a eu un temps moyen d’apparition des premiers signes de
contamination égal 4 2,33 jours et de recouvrement total de 12 jours plus court que le pain dont
ce temps moyen est de 3,66 jours. Les différences de temps d’apparition et de recouvrement
complet observées 4 la fois entre les différents échantillons de pain d’une part et les échantillons
de gateau d’autre part, pourraient s’explique par les types de pain (consistance, teneur en eau et
&léments nutritifs) qui dépendent des recettes de chaque fabriquant (les pains étant été achetés
dans des boulangeries différentes et pareil pour les giteaux). A température ambiante, nous
avons eu un temps moyen de colonisation, ce qui n’est pas le cas a température de réfrigérateur
ou la plupart des répétitions ne présentent pas de contamination. L’absence ou la moins
colonisation des contaminants fongiques sur la plupart des aliments conservés au réfrigérateur
pourrait s’expliquer par ’action des basses températures (froid) qui ralentissent le métabolisme

de ces contaminants fongiques.

Le temps moyen d’apparition des premiers symptomes de contamination du milieu de
culture MEA conservé a température du réfrigérateur (4-8°C) est de 18,33 jours, soit une
différence d’environ 11 jours par rapport au temps indiqué dans la littérature (dans www.biokar-
diagnostics / gélose a extrait de malt.fr). Cette différence pourrait s’expliquer au non contrdle

des conditions d’environnement du laboratoire au moment des manipulations.

Le pourcentage d’apparition des moisissures du genre Aspergillus sur les aliments et le milicu
de culture MEA est le plus important par rapport aux autres genres (Rhizopus et Trichoderma)
par ailleurs, le genre Aspergillus est le seul a contaminer les aliments et le milieu de culture
MEA dans les deux conditions de température de conservation (ambiante et de réfrigération).
Ce résultat démontre le caractére ubiquitaire des moisissures du genre Aspergillus qui ont des

capacités a vivre et & se développer a des conditions de climats trés variés.




CHAPITRE IV : CONCLUSION ET PERSPECTIVES

IV.1. Conclusion

Il a était question dans la présente étude d’identification des moisissures qui
contaminent quelques aliments couramment consommes 4 Pinstar du pain, des gateaux et des
batons de manioc et d’évaluer I’influence des différences de température sur la conservation de
ces aliments. Au terme de ce travail, I’identification a révélé 3 genres de moisissures :
Aspergillus, Rhizopus et Trichoderma se développant a température ambiante et un seul,
Aspergillus poussant a température de réfrigération. Deux genres poussant spontanément dans
le milieu de culture MEA ont été aussi identifiés : Ulocladium sp. et Aspergillus sp. En ce qui
concerne 1’influence de variation de température, tous les trois aliments soit 100% ont été
contaminés en moyenne 3,66 jours pour le pain, 2,33 jours pour le gateau et 7 jours pour le
baton de manioc aprés leur mise en observation a température ambiante, contrairement a ceux
placés au réfrigérateur avec un pourcentage de colonisation de 50%. Tout comme la durée
d’apparition des premiers signes de colonisation, la durée de recouvrement total est aussi rapide
a température ambiante, 11,33 jours pour le pain et 12 jours pour le giteau qu’a température de
réfrigération 68 jours pour le pain et a 52 jours pour le gateau. Ces résultats montrent d’une
fagon globale, que les basses temperatures conditionnent non seulement la diversité des
moisissures (genre de moisissures) se développant sur ces aliments et celles poussant
spontanément sur le milieu de culture MEA mais ont ausm un impact remarquable sur la vitesse
de colonisation et de recouvrement de ces aliments et de ce milieu de culture. Les basses
températures de réfrigération n’empéchent donc pas un développement réel des moisissures sur

les aliments et milieu de culture MEA mais constituent tout de méme un moyen de conservation

rassurant pour le premier mois pour ces aliments.

IV.2. Perspectives

1l serait intéressant de :

d’étudier les mycotoxines pouvant découlé de la contamination de ces aliments a

des températures ambiante et du réfrigrateur et déterminer ’intervalle de temps

avant leur production ;

_ étendre cette recherche sur une gamme de denrées alimentaires plus ¢largie ;




faire ce travail pendant un intervalle de temps assez consequent pouvant s’étendre a
quelques semaines de plus pour une observation prolongée des aliments placés a
température de réfrigération ;

élargir le test de prévention des moisissures spontanées a d’autres milieux de
culture ;

faire ces mémes tests en incluant des produits antibiotiques et des antifongiques dans
les milieux de culture dont MEA pour réduire les contaminants fongiques et
bactériens spontanés sur c¢ milieu de culture ;

faire des tests de la viabilité des milieux de culture testés au maximum de leur temps
de conservation, en comparaison avec les mémes milieux fraichement prépares ;

inclure les antibiotiques dans le milieu de culture MEA a des doses a déterminer

pour limiter les contaminants fongiques.
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ANNEXES

Annexe 1: Fiche d’observation des symptémes de contaminations sur les aliments

Type d’aliment : pain (Z01)

Paramétres Type d’aliment : pain (Z01)
observés conservé a température conservé au réfrigérateur.
ambiante.
Répétitions Répétitions
Rl R2 R3 Rl R2 R3
Date de mise en observation 24/07/201 | 24/07/20 | 24/07/2 | 24/07/20 | 24/07/20 | 24/07/201
(d1) 5 15 015 15 15 5
Date d’apparition des premiers | 27/07 28/07 28/07 | 20/09
Symptomes sur aliment 2015 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d2-d1)
3 4 4 27
Date de couverture a 50% 30/08 01/08 02/08 15/10
(d50) 2015 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d50-d1)
6 8 9 53
Date de couverture a 100% 02/08/ 04/08 07/08 30/10
(d100) 2015 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d100-d1)
9 11 14 68

Type d’aliment : giteau (Z02)

Paramétres Type d’aliment : giateau (Z02)
observés conservé a température conservé au réfrigérateur,
ambiante,
Répétitions Répétitions
R1 R2 R3 Rl R2 R3

Date de mise en observation 24/07/201 | 24/07/20 | 24/07/2 | 24/07/20 | 24/07/20 | 24/07/201
(d1) 5 15 015 15 15 5
Date d’apparition des premiers | 26/07 26/07 27/07 | 23/08 20/09
Symptdmes sur aliment 2015 2015 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d2-d1)

p 2 3 29 26
Date de couverture & 50% ( 30/07 01/08 30/07 | 07/09 05/07
ds0) 2015 2015 2015 [ 2015 2015
Nombre de jours (N=d50-d1)

6 7 6 44 42
Date de couverture & 100% 05/08 06/08 07/08 | 17/09 13/09
(d100) 2015 2015 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d100-d1)

11 12 13 54 50
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Type d’aliment : biton de

Parameétres Type d’aliment : biton de
observés manioc (Z03) manioc (Z01)
conservé a température conservé au réfrigérateur.
ambiante.
Répétitions Répétitions
Rl R2 R3 Rl R2 R3
Date de mise en observation 24/07/201 | 24/07/20 | 24/07/20 | 24/07/2 | 24/07/20 | 24/07/201
(d1) 5 ' 15 1S 015 15 5
Date d’apparition des premiers | 01/08 31/07 30/07
Symptdmes sur aliment 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d2-d1)
8 7 6
Date de couverture a 50% ( 10/08 12/08 09/08
ds0) 2015 215 2015
Nombre de jours (N=d50-d1)
16 18 15
Date de couverture & 100% 17/08 21/08 19/08
(d100) 2015 2015 2015
Nombre de jours (N=d100-d1)
23 27 25
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