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ABSTRACT

The current work focuses on a mycotoxicological study and the control of the
physicochemical quality of infantile flours marketed in the city of Bechar in the South-West
of Algeria, thus aiming to study phenolic composition, antioxidant activity and efficacy of the
anti-mycotoxin effect of the aqueous extract of Anethum graveolens L. The mycotoxicological
analysis revealed that the first sample of the infant flour type | (FIT I/E1) is unsatisfactory
product with a contamination rate 12.54 x 10° UF/g whose 40% of Aspergillus flavus strains
isolated are producers of aflatoxin B1 and 50% of A ochraceus are producers of ochratoxin A.
The aqueous extract of A graveolens L. showed significant anti-mycotoxin activity, A flavus
was inhibited from a minimum inhibitory concentration MIC of 300 pug/ml and A ochraceus at
650 pg/ml. The total phenol content is also determined for extract. The antioxidant activitie
was estimated and the aqueous extract showed a good scavenging activity with a
concentration providing 50% inhibition (ICsp) value of 0,14+0,31 mg/ml.

Keywords: Infant flour; mycotoxins; Anethum graveolens L.; anti-mycotoxin activity.

Author Correspondence, e-mail: achrafsystemdz@yahoo.fr

doi: http://dx.doi.org/10.4314/jfas.v12i3.12

Journal of Fundamental and Applied Sciences is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0
International License. Libraries Resource Directory. \We are listed under Research Associations category.



http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://www.alibrarydirectory.com/
http://www.alibrarydirectory.com/Libraries/_Research_Libraries/Research__Associations/30910.html
http://dx.doi.org/10.4314/jfas.v12i3.12
http://www.jfas.info/

A. Khaldi et al. J Fundam Appl Sci. 2020, 12(3), 1172-1190 1173

1. INTRODUCTION

L'alimentation infantile présente une préoccupation fondamentale dans la stratégie de sécurité
alimentaire. En effet les céréales trouvent leur place dans la diététique de la petite enfance en
général a partir du 3°™ mois, elles constituent la premiére étape de la diversification
alimentaire [1]. A cet effet une farine infantile doit avoir une composition importante en
nutriments indispensables pour satisfaire les besoins nutritifs, assurant une bonne alimentation
du nourrisson et de son immaturité ; notamment doit étre salubre ; ne doit pas contenir des
germes pathogenes ; de toxines ou de résidus chimiques toxiques susceptibles d’avoir des
répercussions sur la santé du nourrisson.

Parmi ces toxines naturelles, les mycotoxines sont considérées, comme faisant partie des
contaminants alimentaires les plus significatifs en termes d’impact sur la santé publique, la
sécurité alimentaire et I’économie de nombreux pays [2]. Ce probléme a pris une importance
considérable pour I’alimentation des adultes mais il faut signaler qu’aussi de graves problémes
sanitaires surgissent sur I’alimentation infantile.

En parallele, Anethum graveolens L. est parmi les familles de plantes aromatiques les plus
populaires utilisées dans le monde entier. Elle est employée freqguemment par nos populations
dans la médecine traditionnelle, ainsi, elle est connue par son utilisation dans divers domaines
(alimentaire, médicinal, pharmaceutique) [3].

L’ambition de ce travail cadre 1’approche problématique de la présence des moisissures sur les
farines infantiles a base de céréales et leur possibilité de contamination en mycotoxines. Ainsi,
il est axé sur 1’é¢tude de la composition phénolique, 1’activité antioxydante et I’effet
antimycotoxinogéne de ’extrait aqueux d’A. graveolens L. sur ces moisissures toxinogéenes

isolées de ces farines infantiles

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Choix de type des farines

Parmi quinze types de farines infantiles existantes sur le marché local dans la ville de Béchar
au Sud-Ouest Algérien, nous avons choisis trois types de farines a base de céréales, dont la

composition et la marque sont différentes, jugées les plus commercialisées (FIT I, FIT Il et
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FIT VII) dapres une enguéte socio-économique, basé sur le nombre des boites vendues
pendant 1 ans par 40 commercants, repartie sur les grands quartiers populaires.

2.2 Echantillonnage

Le type d’échantillonnage suivi dans ce travail est I’échantillonnage multiple, chaque
échantillon est la moyenne de trois prélevements (unités), pour chaque type de farine en
analyse trois échantillons (E1, E2 et E3) [4]. L’échantillonnage intéresse les farines
appartenant au méme lot, présentant la méme date de fabrication et la méme date de
péremption (homogeéne).

2.3 Analyses physico-chimiques

Certains paramétres : humidité relative : HR (NA 5732), pH (AFNOR, 1980) [6], sucres
totaux (méthode de Dubois, 1956) [7], teneur des protéines par dosage de l'azote total
(méthode de Kjeldhal, NA 1185/1990 correspond & la norme ISO 1871) [8] sont déterminés.
2.4 Analyses mycotoxicologiques

2.4.1 Dénombrement de la flore fongique

2.4.1.1 Méthode de dilution

On réalise une suspension de farine contenant 5g du produit et 45ml d’eau physiologique. A
partir des dilutions 107, 102, 10 de chaque farine, trois boites de chaque échantillon sont
ensemencées avec Iml d’inoculum étalé en surface sur le milieu PDAa (Potatoes Dextrose
Agar acidifiée), ce dernier est acidifié jusqu’a un pH de 4,5 a 5 en ajoutant 1 ml d’acide
lactique a 25% par flacon, I’incubation se fait a 25 + 2°C pendant 5 a 7 jours [5].

2.4.1.2 Méthode d’Ulster

Elle consiste a déposer 1g de farine de chaque échantillon, dans des boites de Pétri stériles
coulés par les milieux PDAa a raison de trois boites pour chaque milieu. Les boites sont
incubées a 25 + 2°C pendant 5 a 7 jours [6].

2.4.2 ldentification des moisissures

Apres purifications des moisissures 1’identification des genres a été faite par la technique de
Micro culture Décrite par [7]. Les genres sont déterminés par les caracteres culturaux et
microscopiques en se référant au manuel de [8]. L’identification des espéces d 'Aspergillus et

Penicillium est réalisée par la méthode dite Single Spore de [9,10].
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2.4.3 Test mycotoxicologiques

2.4.3.1 Recherche des souches productrices de mycotoxines

Toutes les souches d’Aspergillus flavus et Aspergillus ochraceus identifiées des prélevements
analysés sont cultivés sur milieu PDAa pendant 7 jours & 25 + 2°C et sont soumises aux
analyses mycotoxicologiques. Les souches sont réeensemencées dans 50 ml de milieu YES
(Yeast Extract Sucrose), I’incubation se fait a 25 + 2 °C pendant 14 jours [11]. Aprés 14 jours
d’incubation, on se débarrasse de la biomasse formée en filtrant le milieu YES a travers du
papier filtre, 50 ml du filtrat obtenu est additionné a 180 ml de chloroforme, I’ensemble est
vigoureusement agité pendant 30 min, en laisse ensuite le mélange décanté en utilisant une
ampoule a décantation. La phase chloroformique ainsi obtenue est filtrée sur du papier filtre
plissé puis concentrée par évaporation sous vide a I’aide d’un rotavapor jusqu’a un volume de
2 a 3 ml [12]. La séparation chromatographique se fait sur une plaque de sélicagel sur laquelle
sont deposés deux spots de 10 ul et 20 ul de chaque extrait a analyser et 5 ul de chaque
solution standard d’aflatoxines et d’ochratoxine. La plaque est ensuite placée dans une cuve
chromatographique et trempée dans un solvant d’élution toluene/Ethyl acetate/Formic acid
(50:40:10, v/v/v) pendant 1 a 2 heures. Aprés migration et évaporation du produit d’élution a
sec a I’aide d’un évaporateur rotatif, la plaque est examinée sous UV a 365 nm. La présence
d’aflatoxines se traduit par des fluorescences caractéristiques bleue pour I’aflatoxine Bl
(AFBI) et verte pour I’ochratoxine A (OTA) comme le contrdle Rf [13].

2.4.3.2 Détection des mycotoxines au niveau du substrat

50 g de chaque échantillon de farine infantile sont additionnés a 100 ml de solvant
(chloroforme — méthanol V/V) [14], le mélange est agité pendant 10 min, la phase liquide est
séparée du culot par filtration. Cette opération est répétée en additionnant successivement 50
et 30 ml du solvant au culot récupéré a chaque fois aprés filtration. Ensuite, le filtrat est
concentré jusqu’a un volume de 2 a 3 ml par évaporation au rotavapor. L’extrait est étalé sur
un gel d’agar a 2 % et a pH 7 coulé préalablement sur boites de pétri puis sont gardées a 4°C
pendant 24 h. Aprés la diffusion des mycotoxines a I’intérieur de la gélose, sa surface est
essuyée a plusieurs reprises avec du papier filtre imbibé d’hexane pour éliminer les

macromolécules de matiére organique. Le gel d’agar est ensuite coupé en petits carreaux et
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mélangé avec 100 ml de chloroforme. Le tout est agité pendant 10min puis filtré. Le culot est
additionné ensuite a 50 et 30 ml de chloroforme et agité a chaque fois qu’il est récupéré apres
filtration. Le filtrat obtenu est également concentré a 1’aide d’un rotavapor jusqu'a un volume
de 2 a 3 ml, puis subit une séparation par CCM de la méme facon que pour les souches
productrices.

2.5 Matériel végétal

Les graines d’Anethum graveolens L. ont été collectées au mois de mars 2017, de fagon
aléatoire aux alentours de la région Igli dans la wilaya de Bechar (Sud-ouest algérien). Un
spécimen de référence (LB / 17 / UB-025) a été déposé a I'herbier du laboratoire pédagogique
de botanie dans I’institut de biologie, Université Tahri Mohamed Bechar.

2.6 Préparation de I’extrait aqueux

L’extraction des composeés phénoliques est faite sur les graines broyés et préalablement
dilapidés au soxhlet (avec de I’hexane). 5 g de poudre dilapidée introduite avec 50 ml d’eau
distillée est porté a 1’ébullition pendant 30 min dans un montage a reflux. Apres filtration sous
vide sur papier wattman le surnageant récupéré est porté a une centrifugation a 4500 tr/15 min
et filtré de nouveau. L'extrait obtenu est concentré a l'aide d'un évaporateur rotatif sous vide
pour obtenir une poudre séchée. L’extrait est conservé a 4 ° C dans l'obscurité jusqu'a ce qu’il
soit testé [15].

2.7 Dosage des polyphénols

La teneur en polyphénols dans I'extrait a eté déterminée en utilisant le réactif de Folin —
Ciocalteu et I'acide gallique comme standard, comme décrit par Obiang-Obounou and Ryu
[16]. Le melange réactionnel était composé de 0,1 ml de I’extrait et 1,5 ml du réactif de
Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Aprés 5 min, 1,5 ml de carbonate de sodium a 6% sont ajouteés.
Aprées 90 min d’incubation a 'obscurité, les absorbances sont lues avec un UV / Vis a 725 nm
(spectrophotomeétre Camspec M550). Le méthanol acidifié a été utilisé a blanc. Les
concentrations en composés phénoliques sont déterminées par référence a une courbe
d’étalonnage obtenue avec de ’acide gallique utilisé comme standard et les résultats ont été

exprimés en mg d'équivalent acide gallique (GAE) / g d'extrait sec.
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2.8 Lactivité antiradicalaire du DPPH

Le test du pouvoir antiradicalaire est réalisé selon la méthode Ksouri et al., [17]. 1 ml de
différentes concentrations de I'extrait (0.0156 mg/ml a 1 mg/ml) dans de méthanol a été ajouté
a 1,9 ml d'une solution de DPPH méthanol fraichement préparée (0.004% wi/v). Le mélange
est agité et incubé pendant 30 minutes a 1’obscurité. La lecture se fait au spectrophotomeétre a
515nm contre un blanc préparé dans les mémes conditions sans DPPH. Un témoin positif
avec I’acide ascorbique est réalisé comme un standard. L’activité antioxydante est exprimée
en pourcentage d’inhibition (I %) suivant I’équation : | (%) = [(A contr6le - A échantillon) / A
contrle] x 100. Dont, A contréle correspond a 1’absorbance du contréle et A échantillon
correspond a 1’absorbance de 1’échantillon. La concentration (ICsp) en extrait brut permettant
de réduire 50 % du DPPH est déterminée en tracant une courbe de pourcentage de réduction
en fonction de la concentration.

2.9 Effet antimycotoxinogéne

2.9.1 Préparation de I’'inoculum

Deux souches fongiques toxinogenes productrices des mycotoxines A flavus (AFB1) et A
ochraceus (OTA) sont utilisées pour tester 1’effet antimycotoxinogéne de I’extrait aqueux. Les
deux souches sont cultivées sur milieu PDAa pendant 7 jours a 25 + 2°C et sont soumises aux
analyses. Apres incubation on prépare la suspension sporale dans 0.85% (w/v) sodium
chloride, ajustée a 10° spores /ml a I’aide d’une cellule de Malassez [13].

2.9.2 Détermination du pourcentage d'inhibition mycélienne par la technique de la
biomasse en milieu liquide

Afin de tester la concentration minimale inhibitrice de la biomasse (MIC), des dilutions sont
préparées dans une solution d'agar a 0,2 % pour favoriser le contact germe/composé. Dans des
flacons contenant 45 ml de milieu YES, stérilisés a 1’autoclave (20 minutes a 121°C) avec
guelques gouttes de l'acide lactiques, on ajoute 5ml de chacune des dilutions préparées
préalablement selon la masse du résidu sec de ’extrait de fagon a obtenir des concentrations
finales de 100 a 1500 pg extrait/ml de milieu. Des témoins, contenant le milieu YES plus la
solution d'agar a 0,2 % seule, sont également préparés. Ensuite, on ajoute 0,1 ml de

I’inoculum (10° spore/ml). L’incubation se fait a 25 + 2°C pendant 14 jours. Aprés filtration
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du milieu par du papier filtre on obtient des biomasses, ces derniers sont sechés dans I'étuve a
60°C pendant 24h, apres séchage on prend les poids des marcs [13]. Le poids de la biomasse
est determine selon la formule suivante : P = Py — Po. Donc, Po étant le poids du papier filtre et
P1 le poids du papier filtre et la biomasse des champignons apres le séchage. Le pourcentage
d'inhibition de la biomasse I, est déterminé par la formule suivante : (Ib %) = [(C - P) / C] x
100. Dont, C étant la biomasse formée chez le témoin et P la biomasse formée en présence de
I’ extrait.

2.9.3 Test de mycotoxinogénes

Apreés filtration et elimination de la biomasse formée, le filtrat obtenu est destiné au test de la
mycotoxinogeénes, dont ce test est réalisé de la méme facon que pour la recherche des souches
productrices.

2.10 Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en triple et les résultats sont exprimés en moyenne +
d’écart-type. Les données ont été analysées par une analyse de variance (ANOVA) et on a
utilisé I’Excel avec le logiciel XLSTAT 2017.2. pour la comparaison des variations du taux

des facteurs. Une différence significative a été considérée au niveau de P< 0.05 and P< 0.01.

3. RESULTATS

3.1 Analyses physico-chimiques

Les résultats des analyses physicochimiques sont illustrés dans le tableau 1. Tous les
¢échantillons sont peu hydratés avec une moyenne totale d’HR 9,14 %. La moyenne totale du
pH est de 6,83. Les taux des sucres totaux et des protéines indiquent une moyenne totale de

69,67 % et 9,02 %, respectivement.
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Tableau 1. Résultats des analyses physicochimiques des différents échantillons

Echantillon Humidité (%o) pH Sucres totaux (%) Protéines (%)

FIT I/E1 10.99* 6.40* 60.70* 5.60*
FIT 1I/E1 9.36* 6.84* 80.08* 2.99*
FIT VII/E1 8.66* 6.93* 50.99* 13.20*
FIT I/E2 9.84* 6.70* 75.15* 9.39*
FIT II/E2 9.27* 6.83* 80.46* 3.06*
FIT VII/E2 8.34* 6.97* 54.89* 14.87*
FIT I/E3 9.03* 6.91* 78.65* 10.53*
FIT II/E3 8.66* 6.92* 85.20* 4.76*
FIT VII/E3 8.11* 7.00* 60.90* 16.81*
moyenne totale 9.14* 6.83* 69.67* 9.02*
Ecart type 0,84 0,17 12,03 4,90
Variance 0,68 0,03 144,60 24,06

* significative au niveau de P< 0,05.

Toutes les valeurs sont des moyennes (n= 3) et les résultats sont exprimés en moyenne + d’écart-type.

3.2 Analyses mycologiques

Les expressions de ces résultats sont concrétisées dans le tableau 2. Les valeurs moyennes de
la mycoflore totale, ainsi que les différentes souches fongiques apparues par la méthode de
dilution sur le milieu PDA pour les échantillons de FIT | témoignent que ce type de farine
infantile prend la premiére place par un taux de contamination élevée varie entre 2,98 x10
UF/g a 12,54 x10° UF/g, d’une moyenne totale (4,20 x10® UF/g). Pour les échantillons de
farine FIT II, le taux de contamination atteste que ces fractions est moins élevé que ceux de
type I. avec une moyenne totale (2,98 x10 UF/g). Enfin, les échantillons de FIT VII sont les
moins contaminés par rapport aux autres types avec une moyenne totale (0,84 x10 UF/g).
Pour la méthode d’Ulster, Les données reportées confirment les résultats de la méthode de
dilution et montrent que les échantillons de FIT | sont toujours les plus contaminés que ceux

FIT Il et FIT VII avec une moyenne totale (4,69 %), (2,21 %) et (0,51 %) respectivement.
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Notant que, 1’échantillon de FIT I/El présente un taux de contamination tréS important
(8,54 %). En comparant les deux méthodes, en constate la méme biodiversité, dont, I’échelle
de dominance a été respectée en ce qui concerne les souches fongiques révelées par la
dominance généralement des A. flavus et A. ochraceus contre les échantillons de FIT I/E1,
FIT I/E2, FIT I/EL, FIT II/E2 et les Aspergillus spp dans 1’échantillon FIT I/E3, par contre les
Pénicilliums spp dominent les échantillons de FIT VI et FIT 1I/E3.

Tableau 2. Valeurs moyennes de la mycoflore totale et les différentes souches fongiques relevées par la
méthode d’Ulster (%) et la méthode de dilution dans les échantillons de farines infantiles (x10 UF/g), a

I’exception de I’échantillon FIT I/E1 (x10® UF/g)

Aspergillu |Penicillium A. Alternariaj  Moyenne de la
A. flavus
s spp spp ochraceus alternata mycoflore
Echantillon | D U D U D U D U D (U D U
FITI/EL |2,33*%2,10*|0,44*|0,44*|3,88*| 2,33* |5,33*|3,66*|0,55*| - 12,54* 8,54*
FIT I/E2 1* |0,44*|0,33*|0,22*|2,53*| 1,66* |1,77*|1,21*| - - 5,66* 3,54*
FITI/E3 |1,99*1,33*| - |0,11*(0,44*| 0,11* |0,55*|0,44*| - - 2,98 * 1,99*

Moyenne totale 4,20* 4,69*

Ecart type 589,11 2,79

Variance | 347045,66 7,81

FIT II/E1 |0,22*0,11*|0,55*|0,44* |1,33*| 1,11* (1,77*|1,55*| - - 3,87* 3,21*
FIT II/E2 |0,55*|0,22*| - - [1,88*| 1,11* |1,33*|0,77*| - - 3,76* 2,10*
FIT II/E3 |0,44*0,44*|0,88*(0,88* | - - - - - - 1,32* 1,32*

Moyenne totale 2,98* 2,21*

Ecart type 1,18 0,78
Variance 1,39 0,60
FIT VII/EL - - 10,88*|0,55*|0,33*| 0,11* |0,11*| - - - 1,32* 0,66*
FIT VII/E2 |0,22*0,22*|0,55*(0,44*| - - - - - |- 0,77* 0,66*
FIT VII/E3 |0,21*| - 0,33*0,22*| - - - - - - 0,44* 0,22*

moyenne totale 0,84* 0,51*
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Ecart type 0,36 0,21

Variance 0,13 0,04

* significative au niveau de P< 0,05.

D : méthode de dilution, U : méthode d’Ulster, - : non disponible.

Toutes les valeurs sont des moyennes (n= 3) et les résultats sont exprimés en moyenne + d’écart-type.
3.3 Analyses mycotoxicologiques

Pour la recherche des souches productrices des mycotoxines, la séparation chromatographique
faite sur cinq souches d’A flavus et deux souches d’A ochraceus isolées de nos différents
¢chantillons et cultivées sur milieu YES, a révélé que deux souches sont productrices d’AFB1
d’ou elles ont émis une fluorescence bleue, et une seule souche productrice d’OTA d’ou elle a
émis une fluorescence bleue. La recherche des mycotoxines sur les différents substrats s’est
révélée négative malgré la présence des souches productrices de la toxine.

3.4 Teneurs en polyphénols totaux et activité antioxydante

Les graines d’Anethum graveolens L. représentent une bonne source de composés
phénoliques comme indiqué dans le tableau 3. Les résultats ont révélé que I'extrait aqueux
présente une teneur élevée 130.55+0.32 mg GAE/g en composés phénoliques totaux.

Les résultats de aa capacité antioxydante sont illustrés dans le tableau 3 et la figure 1.
L’activité antioxydante de I’extrait aqueux (Clso= 0,14+0,31 mg/ml) est importante en

comparaison avec I’acide ascorbique 0.12+0.1 mg/ml utilis¢ comme un standard.

Tableau 3. Teneurs en polyphénols totaux et ’activité antioxydante d’Anethum graveolens L.

Extrait teneur en polyphénols totaux @ ICso?P
mg of GAE/g d'extrait (mg/ml)
Agueux 130,55+0,32 0,14+0,31
Acide ascorbique - 0,12+0,1

2 Toutes les données sont réalisées en triple et les résultats sont exprimés en moyenne + d’écart-type.
Une différence significative a été considerée au niveau de P< 0,05.

® |_a concentration ICsp en extrait brut permettant de réduire 50 % du DPPH.
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_ 150 150
c
2 100 |V =52,73x+43,76 2 1o | V=62736x+34,494
£ R® = 2 R? =0
£ 50 Z 5
X X
T T T 1 0 T T T 1
0 0,5 1 1,5 0 0,5 1 1,5
(A) Concentration (mg/ml) (B) Concentration (mg/ml)

Fig 1. Activité antiradicalaire du DPPH de I’acide ascorbique (A) et I’extrait aqueux (B), (les résultats

sont exprimés en moyenne + d’écart-type, n = 3)

3.5 Test antimycotoxinogene

Les résultats de I'effet antimycotoxinogene et les inhibitions des biomasses formées en milieu
liquide sous l'action des différentes concentrations de I’extrait aqueux ont montré une
corrélation significative avec les valeurs MIC (P <0,05 et P <0,01) (Tableau 4). La biomasse
formée par A. flavus a été inhibée a une CMI de 300 pg/ml et A ochraceus a 650 pg/ml. Le
test antimycotoxinogéne a révélé que les deux souches n’ont pas fait la production des
mycotoxines ni AFB1 ni OTA (absence de fluorescence bleue et verte sur la plague CCM) a
partir de ces CMIs.

Tableau 4. Pourcentages d'inhibitions de la biomasse formée et résultat du test

antimycotoxinogene de I'extrait aqueux d’Anethum graveolens L.

Aspergillus flavus Aspergillus ochraceus

Effet d’inhibition (%)

Témoin 0 0
100 pg/ml 15,12+06 (f) 6,22+0,9 (f)
250 pg/ml 91,33 " () 75,47+0,2 (f)
600 pg/ml 100 ™ (nf) 95,05 ** (f)
1000 pg/ml 100 ** (nf) 100 “* (nf)
1500 pg/ml 100 ™ (nf) 100 ™ (nf)
MIC pg/ml 300 (nf) 650 (nf)

* Significatif & p < 0.05; ** Significatif a p < 0.01;*** Significatif a p < 0.001 selon les
témoins. MIC: concentration minimale inhibitrice

Les valeurs sont réalisées en triple et les résultats sont exprimés en moyenne + d’écart-type.
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f. apparition de la fluorescence dans la plaque de chromatographie en couche mince
(fluorescence bleue pour les Aflatoxines B et verte pour I'Ochratoxine A); nf: absence de

fluorescence dans la plaque CCM.

4. DISCUSSION

Les résultats de I’HR de tous nos échantillons permettent de classer les trois types de farines
(FIT I, FIT II et FIT VII) dans la catégorie des produits peu hydratés, avantage qui n’exclut
pas leur contamination par une flore fongique xérotolérante prépondérante [18]. A coté de
I’HR, le pH peut avoir un effet critique pour la croissance fongique et la production de
mycotoxine. Les mesures du pH de toutes les farines infantiles, révélent que nos échantillons
ont un pH légerement acide a neutre. Signalons a ce passage que la plupart des moisissures se
développent sur une gamme de pH de 5,5 a 9, a une température optimale comprise entre
20°C et 30 °C [19]. La composition qualitative et quantitative en certains nutriments (sucre
notamment) influe sur la contamination en aflatoxines. Le taux inférieur des sucres totaux qui
est de 60.70 % marqué sur la FIT I/E1 est due a I’activité métaboliques des moisissures, qui
peuvent modifier les valeurs nutritionnelles et technologiques des farines, ce qui se traduit par
une dégradation dans le taux des sucres totaux [20]. Pour ce qui est du taux des protéines, les
valeurs des échantillons de FIT I et FIT 11 sont nettement inférieures a la norme, cela peut étre
due a une activité métabolique fongique qui se représente par la dégradation des protéines,
rappelant que les normes internationales du Codex Alimentarius imposent une teneur
minimale en protéines qui ne doit pas étre inférieure a 15% du poids sec de la farine infantile
[21].

Ainsi et en vertu des dispositions de ’arrété interministériel [22] fixant les critéres
microbiologiques des aliments pour nourrissons et enfants en bas age, la limite d’acceptabilité
pour les préparations destinées aux nourrissons vis a vis les moisissures est de (M = 10° UF/g).
En conséquence, et en application de la norme fixée par le texte cité ci-dessus, 1’échantillon
du FIT I/E1 est considéré comme étant un produit non satisfaisant ; alors que le reste des
échantillons sont satisfaisants.

La méthode d’Ulster nous a démontré que la composition du substrat est en relation avec la
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croissance des champignons filamenteux, ou en a vu que ces derniers considérent les farines
comme milieu de culture. A ce stade de I’analyse en peut émettre 1’hypothése que les
moisissures se trouvent en état de spores. Les champignons isolés par cette méthode
témoignent que ces moisissures constituent la flore réelle contaminant les échantillons,
autrement dit ces champions sont biologiquement active sur cette substrat.

L’exploitation des résultats de I’étude de la flore fongique totale, réalisée par la méthode
directe et indirecte montre la dominance des moisissures filamenteuses, trés sporulantes,
dotées d’un grand pouvoir de dissémination qui sont les Aspergillus et les Penicillium [23].
Soulignons que les valeurs de dénombrement sont bien corrélées avec celle des autres critéres
de qualité : taux des glucides, protéines, d’acidité...etc. Selon Berthier et Valla [24] les
Penicillium et les Aspergillus sont des contaminants des denrées alimentaires maltraitées mais
surtout mal conservés ; ils sont considérés comme contaminants de stockage. La forte
révélation des A. flavus et A. ochraceus sur quelques échantillons et surtout dans 1’échantillon
de FIT I/E1 témoigne de la contamination externe et interne de ce dernier.

Les résultats mycotoxicologiques montrent que 40 % des souches d’A. flavus étaient
productrices d’AFB1 et 50 % d’A. ochraceus productrices d’OTA, en fait pour une espéce
réputée toxinogéne, toutes les souches ou isolats pas forcément élaborent des mycotoxines
[24].

Des récentes travaux, dans le méme cadre de recherche ont confirmé la présence d’AFB1 et
OTA sur des préparations a base de céréales destinees pour nourrissons en Portugal, Pakistan,
Italie, Burkina Faso et Qatar avec des pourcentages de contamination différentes [25, 26, 27,
28, 29] Dans notre étude, le résultat négatif de 1’analyse sur CCM pour la détection des
mycotoxines au niveau des substrats, n’élimine pas toute la suspicion de leurs présences. Cela
peut s’expliquer probablement par le fait que les mycotoxines contenues dans les substrats
étaient inférieur au seuil de détection de ce type de chromatographie ; sachant que cette
méthode posséde un seuil de détection de 10 ppm [24]. Autrement, la présence de plusieurs
especes fongiques sur la méme denrée a un effet inhibiteur sur la production de toxine. Cela
s’explique par le fait que certaines souches peuvent degrader la toxine. Ainsi, le taux des

mycotoxines est souvent moins important lorsque la souche introduite simultanément est une
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souche non-toxinogene. Signalons aussi que l'inhibition de la production d'aflatoxine par A.
flavus lorsqu' A. niger est présent, est due a la synthése par ce dernier d'un produit inhibant la
biosynthése d'aflatoxine [30]. Ce qui revient a dire que si I'absence de moisissures sur un
produit n'est pas la garantie de I'absence de mycotoxine ; la présence d'une moisissure bien
développée sur une denrée n'est pas non plus lI'assurance d'une présence de mycotoxines [24].
L’extrait aqueux des graines d’A graveolens L. se caractérise par une teneur importante en
composés phénoliques totaux (130.55+0.32 mg GAE/qg), valeur nettement supérieure a ceux
trouvé d’Isbilir et Sagiroglu [31] et El Mansouri et al. [32] 65,05 £ 2,06 mg et 24.08 GAE/g
respectivement. En revanche, inférieur a ceux trouvé d’Oshaghi et al. [33] et Stanojevi¢ et al.
[34] 163+3,8 mg/g et 573.81 mg GAE/g respectivement. La variation des teneurs en
polyphénols totaux peut également résulter de facteurs génétiques, aux conditions climatiques
et environnementales, conservation des échantillons et les conditions d’extraction et de
dosage [35]. Les composés  phénoliques  constituent le  groupe  principal  qui
contribue a  Dactivité antioxydante des  végétaux, fruits, céréales et  d’autres
matériels a base de plantes [36]. En effet, cette plante connue pour son pouvoir
antioxydant et son intérét dans la lutte contre les radicaux libres. L’activité antioxydante de
notre extrait est en accord avec les résultats de autres auteurs [31, 32, 33, 34]. Cette activité
des graines d’A graveolens L. peut étre due a des terpénoides tels que le limonene, la
carvone et des composés phénoliques tels que l'apiole et I'anethole. De nombreuses études
publiées décrivent des correlations significatives et positives entre le contenu phénolique total
d'un extrait et son pouvoir antioxydan et que cette activité dépend plus de la structure et de la
conformation des composés phénoliques totaux que de leur concentration [32].

L’activité antimycotoxinogene et les inhibitions des biomasses formées sous I’effet de
I’extrait, pourraient étre due, soit a une réaction entre la mycotoxine (si elle était déja produite)
et I’extrait qui formeraient un complexe non fluorescent sous UV ; ou & une inhibition de la
production de la mycotoxine par la souche fongique en présence de I’extrait, favorisée par
I’aptitude de ce dernier a traverser la membrane plasmique. Selon Thanaboripat et al. [37] ;
Bhatnagar et McCormick [38] les extraits obtenus a partir des parties supérieures de plantes

possedent la capacité de supprimer la croissance des champignons toxinogenes et par
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conséquent, la production de toxines dans les supports synthétiques. Ils peuvent aussi bloquer
entierement la biosynthése des mycotoxines [38]. Hua et al [39] ont rapporté que les
composés phénoliques inhibent au début plutdt qu'a la fin des étapes de la voie de biosynthese
d’AFB1. Ghorbanian et al [40] ont également signalé que l'inhibition de la synthése des

aflatoxines est en relation avec le temps de contact et la dose de 1’extrait.

5. CONCLUSION

Les résultats de ce travail seraient peut-&tre une alerte sur la contamination par les moisissures
toxinogeénes capables de produire les mycotoxines contaminant la farine infantile, et qui
constituent par leurs propriétés toxicologiques un risque majeur pour la santé de nos
nourrissons. Cette étude a permis de montrer également 1’efficacité de 1’extrait aqueux d’A
graveolens L. dans la lutte contre la production de ces mycotoxines. Cette plante pourrait
alors constituées une alternative efficace en remplacement des antifongiques chimiques de

synthése qui sont parfois néfastes pour la sante des bébés.
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