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RESUME

Le présent travail portait sur I'évaluation de I'effet du miel sur le développement des aspergillus sp. Il avait pour objectif d’avoir une idée sur les effets du miel
dans la réduction du taux d'aflatoxines dans les produits céréaliers. C’est pourquoi, un échantillon de farine de mais analysé au départ au laboratoire de I'lITA
Kalambo et ayant présentant un taux d’aflatoxines élevé (258,4 ppb)a I'aide du Raptor, a été isolé sur un milieu sélectif, spécifique a la croissance des

champignons (Sabouraudchloramphécol-agar) mélangé au miel a différentes concentrations. Les résultats obtenus ont montré que le miel

inhibe le

développement des aspergillus & partir de 75%. Aprés I'analyse microbiologique, nous avons voulu vérifier si le miel pouvait avoir un effet surle taux
d'aflatoxines dans cette farine. Les résultats obtenus montrent que le miel garde d’'une maniére stationnaire les toxines dans I'échantillon. Il serait donc utile
d’'user du miel dans la conservation des produits céréaliers pour garder en dormance les aspergillus et arréter ainsi la prolifération des aflatoxines.

Mots clés: miel, Aflatoxines, aspergillussp.

INTRODUCTION

De nos jours, les produits agro-alimentaires sont menacés par un
nombre important des toxines naturelles. Ces menaces sont dues a
leur contamination par des microorganismes toxinogenes
préjudiciable au commerce, a la santé humaine et animale, aussi bien
dans les pays développés que dans les pays en voie de
développement (Nadjet et al., 2016).

Dans les pays en voie de développement, en particulier en Afrique et
en Amérique Latine, le mais [Zeamays (L.)], est un produit agro-
alimentaire beaucoup plus consommé sous plusieurs formes :
boisson, foufou, pop-corn,...(Doré, 2006). C'est une céréale cultivée
dans des conditions trés variées : climat tropical et tempéré (Née Ky
et al., 2017). Ces régions se situent en grande partie dans la zone
intertropicale ou le stockage de mais aprés récolte pose de sérieux
problémes de par ses températures moyennes qui variant entre 20 et
25°C et des fortes humidités qui offrent des conditions favorables au
développement des moisissures surtout du genre Aspergillus qui
réduisent la qualité des grains a cause des aflatoxines qu'ils
produisent (Boeckel et al., 2003).

De par sa situation géographique et ses climats variés, la RD Congo,
dans toutes ses provinces, offre un champ de prédilection a la
prolifération de ces moisissures et a la production d’aflatoxines
(substances dangereuses pour la santé). On peut s'attendre a ce que
celles-ci contaminent les denrées alimentaires en particuliers le
mais (Joachim et al., 2020).

Les méthodes utilisées pour limiter les pertes dans les stocks des
céréales sont généralement les insecticides chimiques qui peuvent
induire une intoxication chronique des consommateurs et avoir un
impact négatif sur la santé (Jacquet et Jouan, 2022).
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Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, plus de 200 maladies
allant de la diarrhée au cancer sont provoquées par la consommation
des denrées alimentaires impropres ou contenant des substances
chimiques nocives comme les aflatoxines (OMS, 2018). Ceux-ci
entraine a la longue le cancer de foie, un retard de croissance et la
malnutrition chez les enfants de moins de 5ans ainsi qu'une baisse
du systéme immunitaire (Mahuku et al., 2023).

Au vue de ce qui précede ; nous sommes persuadée que le miel
aurait un effet sur l'inhibition de la croissance des Aspergillus et ainsi
empécherait la prolifération des aflatoxines dans la farine de mais.

En effet, le miel est un aliment naturel consommé par 'homme depuis
de nombreux siécles, en raison de ses riches valeurs nutritionnelles
et thérapeutiques. Il posséde des vertus curatives réputées de par
ses propriétés antibactériennes, antifongiques, antioxydante et
hépatoprotectrices (Pierre, 2022). C’est dans ce contexte que cette
étude est menée pour contribuer au soin de la santé par la prise des
aliments sains. Elle vise a évaluer les effets du miel dans I'inhibition
du développement des Aspergillus sp.

METHODOLOGIE
Milieu d’étude et échantillonnage

Le matériel végétal qui a fait I'objet de cette étude est la farine de
mais (ZEA Mays) sélectionné parmi les échantillons les plus
contaminés du Nord-Kivu, collectés au mois de Septembre 2022,
dans les ménages, lors d’'une enquéte nutritionnelle précédente qui
visait & évaluer la connaissance sur la contamination aux
aflatoxines des aliments destinés des enfants des 0 a 59 mois dans
la zone de santé de Goma et le lien entre cette contamination et la
malnutrition.

La figure 1 ci-dessous indique la délimitation et la localisation des
sites dans lesquelles nos enquétes ont été effectuées.
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Figure 1.Carte de la zone de santé de Goma regue du médecin
chef de zone de santé de Goma lors des enquétes en septembre
2022.

Dosage d’aflatoxines dans les échantillons d’aliments

Le dosage daflatoxine a été réalisé en deux phases dans le
laboratoire de I'llITA Station de Kalambo a l'aide du Raptor de marque
NEOGEN PS-11. La premiére phase d'analyse a concerné les
échantillons d’aliments utilisés pour nourrir les enfants de moins de 5
ans en vue de déterminer leur qualité. La deuxiéme phase a
concerné les échantillons d’aliments analysés préalablement et
traités avec différentes concentrations de miel dans le but d'évaluer
lévolution du taux d'aflatoxines aprés deux semaines de
conservation.

Dans les deux cas et lors des analyses, I'échantillon des aliments
était broyé selon leur état pour les transformer en farine & l'aide d’une
moulinette ou mixeur de marque Waring commercial Blender
8011ES. Par la suite, 10g du broyat obtenu étaient pesés a l'aide
d’'une balance de précision de marque DETECTO et mélangés avec
50 ml d'éthanol 65%. La solution qui en résulte est ensuite
homogénéisée pendant 1 minute puis laisser reposer pendant 5
minutes avant d'étre filtrée sur du papier filtre posé sur un entonnoir
sur un Erlenmeyer. La solution recueillie est claire et préte a étre
analysée. Avant de passer a l'analyse proprement dite, nous
définissions le code dans le Raptor, puis, & l'aide d'une pipette
graduée, nous relevions 100uL de la solution filtrée et les déposions
dans une fiole. Nous prélevions ensuite 500 microlitres de diluant ou
réactif d'analyse des aflatoxines et les mélangions avec les 100uL de
la premiére solution. La solution totale ainsi obtenue est ensuite
homogénéisée par des mouvements de compression et de
dépression par pipette. Enfin, nous prélevions 400 microlitres de
cette solution homogéne et la placions dans une cartouche contenant
le test. Le résultat s’affiche sur I'écran aprés 6 min.

Analyses microbiologiques et test de I'activité inhibitrice
du miel

Les échantillons d’aliments présentant de fortes valeurs d’aflatoxines
ont fait I'objet d'analyses microbiologiques et de test de l'effet de
diverses concentrations de miel sur le développement des
moisissures du genre Aspergillus. Les analyses microbiologiques ont
concerné la recherche du développement des moisissures du genre
Aspergillussp qui sont aflatoxinogéne dans les échantillons de farine.

A cet effetla gélose Sabouraud chloramphénicol a été préparée en
raison de 65 g litre d'eau distillée. Le mélange a été chauffé puis
autoclavé a 121°c pendant 20 minutes. Par la suite, l'inoculum a
ensemencer était préparé en pesant et en dissolvant 1 g de farine a
analyser dans 9 ml d'eau distillée puis dilué jusqu'a 10-3. En fin 100

JL de la solution 10-3 ont été prélevés au moyen d’une micropipette et
étalés a la surface de la gélose autour d’'un bec bunsen. La culture
ainsi réalisée est incubée a la température ambiante durant 48
heures avant la lecture des résultats L’évaluation de I'effet inhibiteur
du miel s’est faite avec les mémes échantillons d'aliment aux valeurs
d'aflatoxines les plus élevées. Le but poursuivi était de vérifier la
concentration du miel capable d’empécher le développement des
moisissures visées dans les aliments et de ce fait y limiter la
production des aflatoxines.

Dans la procédure, les concentrations de miel 100%, 75%, 50%,
25%, 10% et 1% ont été préparées en mélangeant respectivement 15
g; 11,25 g; 7,59 ; 3,759 ; 1,59 et 0,15 g de miel avec 25 ml de
gélose Sabouraud au chloramphénicol préalablement stérilisé dans
des tubes a essai. Le mélange du miel et du milieu était réalisé apres
refroidissement de la gélose et avant sa solidification.

Le mélange gélose-miel était coulé dans des boites de pétri
préalablement autoclavées. Aprés cette préparation des milieux
contenant aux différentes concentrations de miel, 100uL de la
solution d’'inoculum étaient prélevés au moyen d’une micropipette et
étalés a la surface du milieu en boite. La culture ainsi préparée est
incubée a la température ambiante durant 48h pour enfin lire les
résultats.

Identification des colonies de moisissures

Dans les cultures des échantillons mélangés ou pas au miel, on
pouvait observer le développement des colonies de levures et de
diverses moisissures. L'identification des moisissures du genre
Aspergillus spqui retenait notre attention était basée sur 'observation
macroscopique de leur couleur et de leur aspect. Ces moisissures
sont verdatres au centre avec des bords jaunatres ou jaune-
verdatres. Les colonies d'autres couleurs sont celles des levures ou
d’'autres moisissures. Pour estimer la charge globale des moisissures
(des spores) de la farine, sachant que chaque colonie est le fruit de
développement d’'une spore, le nombre de colonies de chaque type a
été rapporté a un gramme de farine tenant compte de la dilution de
linoculum.

Analyses statistiques des résultats

Pour les analyses des données, le programme Excel et le logiciel Epi-
Info 2000, version 3.5.1ont été utilisés. Pour les analyses
descriptives, les variables discrétes qualitatives ont été présentées
sous forme de proportions. Les variables quantitatives continues ont
été présentées sous forme de moyennes + déviation standard ou
écart type si la distribution a été normale ou symétrique et médiane
(P25, P75) pour celles dont la distribution a été asymétrique. Pour les
statistiques analytiques, la comparaison des proportions a obéi au
test de x2 de Pearson, en cas de non applicabilité de celui-ci, le test
de Fisher a été a notre service.L’association entre les variables
dépendantes et indépendantes a été faite par le calcul d'Odds Ratio
(Intervalle de Confiance & 95%).

RESULTATS

Résultats du dosage des aflatoxines dans les échantillons
d’aliments

Evaluation de la qualité des aliments collectés

Nos analyses ont porté sur un total de 27 échantillons. Ces aliments
collectés étaient constitués d'un mélange d’ingrédients issus de la
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farine de mais, de blé, du manioc, du lait en poudre, du riz, de fretins,
de soja grillé ou non, de sorgho ; d'arachide, d'éleusine.

La figure 2 suivante donne une idée sur la qualit¢ des aliments
collectés.

Tableau Il : Résultats de la culture microbienne et nombre de
germe par gramme de farine

B Taux d'aflatoxines par échantillon
300 2584 2444

250
200
150
2100
50 I

Taux d'aflatoxine en
P

Echantillon Genre de Moyenne de Nombre de
champignon colonies germes par gr

Mélange de Aspergillus sp 32 32.104UFClg

farine Pénicillium sp 56 56.10 4 UFClg
Levures 32 32.104UFClg
Autres 2 2.104UFClg
moisissures
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Figure 2. Evaluation de la qualité des aliments collectés dans les
centres de santé

Il ressort de la figure 2 ci-dessus que 10 échantillons sur 27 était plus
contaminéavec un taux d’Aflatoxine compris entre 11,1 et 258,4 ppb,
4 avaient un taux modéré compris entre 4,1 et 8,8 ppb et 13 était en
bon état avec un taux d’Aflatoxine inférieur a 4 ppb

Relation entre le taux d’aflatoxines et I'origine des aliments

La contamination des aliments par les aflatoxines peut avoir diverses
causes. Nous avions cherché a savoir si la contamination pourrait se
faire & partir du champ ou & partir du marché. Les résultats obtenus
sont présentés dans le tableau | suivant.

Tableau | : Origine et triage des grains pour la fabrication des
aliments pour enfant

Les résultats des analyses microbiologiques tels qu'indiqués dans le
tableau Il ci-haut montrent que les échantillons de farine utilisés pour
nourrir les enfants de notre étude ne sont pas stériles. lls contiennent
d'énormes quantités de spores pouvant se développer dans les
aliments en queston méme durant la conservation, plus
particulierement nous notons la présence des espéces de
moisissures aflatoxinogénes du genre Aspergillus pouvant atteindre
en moyenne 32. 10 spores de ce genre par gramme de farine.

Résultats du test de I'effet du miel
d’Aspergillussp

sur le développement

L'échantillon de farine a été mélangé avec différentes concentrations
de miel avant d’étre mis en en culture dans le but de vérifier non
seulement l'effet mais aussi la concentration capable de bloquer le
développement des moisissures aflatoxinogenes visées. Le témoin 1
est constitué de I'échantillon de farine sans miel. Le témoin 2 a été
fait avec du milieu avec du miel seulement. Les résultats obtenus
sont représentés par la figure 3 qui suit.

Origine des grains Tri des graines

Oui Non

Fréquences % Fréquences %
Du champ 69 94,5 17 12,8
Du marché 4 55 116 87,2
Total 73 1000 133 100,0

De ce tableau I, il ressort que de maniére générale, les grains servant
a la fabrication des aliments pour nourrir les enfants proviennent soit
du marché, soit du champ et peuvent ne pas étre triés lors du
processus de production.

Nous avons cherché a vérifier s'il existait un lien entre le lieu de
provenance et le souci de procéder au triage des grains. Le test
statistique montre que le lien entre le tri et le lieu de provenance des
denrées alimentaires est trés fort: {OR=0,009 (IC 0,003 - 0,03) P. val.
=0,00}. De méme, les valeurs p du Chi2sont inférieures & 0,05. Il est
clair que le fait de ne pas trier les graines lors de la fabrication des
aliments pour enfants présente un risque élevé (99,1%) de
contamination par les aflatoxines.

Résultats des analyses microbiologiques et du test
d’activité du miel

Résultats de la culture microbienne

Les échantillons de farines ayant présenté les taux d'aflatoxines les
plus élevés ont été soumis a une culture dans le but de vérifier si des
moisissures aflatoxinogénes persistent dans ces aliments aprés
fabrication, les rechercher et par la suite, les dénombrer. Les
résultats obtenus sont présentés dans le tableau Il suivant.

Y B Aspergillus
=g 100000 B Autres moisissures
22 90000 :
SE 80000 i
a ;1 70000 evures
S a 60000
T 50000
& 'aé 40000
25 30000
R 20000
22 10000 II l I I
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&
Concentrations des miels

Figure 3. Evaluation de I'effet du miel sur le développement des
champignons

II ressort de cette figure3 précédente que le miel inhibe le
développement des moisissures jusqu'a la concentration 75% dans
les échantillons de farine alors que sous les autres concentrations, il
y a eu croissance des champignons dont le genre Aspergillus visé
dans notre étude.

Effet du miel sur la présence des aflatoxines

Les échantillons de farines traités avec différentes concentrations de
miels ont été conservés durant dix jours avant d'étre analysés de
nouveau au laboratoire. Le but était de vérifier si I'effet du miel
pouvait limiter la production des aflatoxines dans ces farines. Pour
I'échantillon considéré, la concentration de miel utilisée, la valeur
initiale du taux d’aflatoxine et la valeur obtenue aprés la nouvelle
analyse sont représentées dans la figure 4 suivante.
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Figure 4 : Comparaison des taux d’aflatoxines dans les
échantillons avant et aprés traitement au miel.

De cette figure 4, nous constatons que le taux d'aflatoxines est resté
plus ou moins stable avant comme aprés traitement au miel.

DISCUSSION

Les résultats obtenus de nos deux analyses microbiologiques et
chimiques montrent que le miel réduit le développement des
aspergillus mais garde d’'une maniére stationnaire leurs toxines dans
les denrées. Nos résultats sont conformes a ceux de Moussa Ahmed
car ayant évalué in vitro 'effet synergique de I'amidon sur l'activité
antifongique du miel, il a constaté que le miel avait montré un effet
antifongique vis-a-vis du genre d'Aspergillus & 47,6% (Moussa
Ahmed, 2007).

Pour prévenir la contamination, dans des conditions bien maitrisées,
on recommande d'utiliser des antifongiques dans la conservation des
céréales. Plusieurs autres procédés de lutte biologique sont
recommandés : ¢a peut-étre des insectes transgéniques et mutants
(Nanfack et Fogang, 2015) soit des substances végétales (Waongo
et al., 2013). |l serait utile aussi d'user du miel dans la conservation
des produits céréaliers surtout les mais pour garder en dormance les
aspergillus et arréter ainsi la prolifération des aflatoxines.

Cependant, ces produits n’éliminent pas la mycotoxine déja présente,
mais empéchent le développement de nouvelles moisissures
(Ndiaye, 2011). C'est pourquoi, pour nous assurer de la qualité
sanitaire de ce que nous consommons, a part les techniques citées
ci-haut, il sera bénéfique de respecter aussi les mesures
préconisées en 2011 par Green Info: récolter des grains arrivés a
maturité ; bien sécher une denrée récoltée pour réduire la teneur en
eau, stocker dans un endroit frais et sec, a I'abri de I'humidité et des
insectes et autres ravageurs, trier pour écarter les graines attaquées
par les insectes et celles qui sont immatures, tachées, noircies,
rances ou moisies.

CONCLUSION

Notre travail portait sur I'évaluation de I'effet du miel sur la réduction
du taux d'aflatoxines dans la farine de mais. L'objectif était de tester
l'effet du miel sur le taux d'aflatoxines dans les produits céréaliers.
C’est pourquoi, un échantillon de farine de mais a été analysé a deux
niveaux : in vitro puis chimiquement.

Pour ce faire, nous avons préparé différentes dilutions a partir de la
solution mére que nous avions mises en culture (le milieu gélosé de
Sabouraudchloramphécol Agar) mélangé aux différentes
concentrations de miel (100%, 75%, 75%, 50%, 25%, 10% et 1%).
Aprés incubation a la température ambiante pendant 48 heures, le
miel a montré un effet inhibiteur sur le développement des
Aspergillus a partir de 75%. Ces résultats nous ont poussé a verifier
si le miel aurait un également un effet sur la réduction du taux

d'aflatoxines dans ['échantillon. Nous avons donc mélangé
l'échantillon de la farine de mais au taux d'aflatoxine élevé a
258,4ppb avec différentes concentrations du miel. Dix jours aprés
incubation, les résultats ont montré le taux d'aflatoxines dans
I'échantillon est resté stationnaire et dangereux. Cela nous améne a
conclure que le miel sera utile dans la conservation des produits
céréaliers surtout les mais pour garder en dormance les Aspergillus
et arréter ainsi la prolifération des aflatoxines.

Etant donné que cette étude n'est qu'une partie d'un travail plus
consistant dans la conservation des produits céréaliers, nous
encourageons quiconque voudrait se lancer dans cette recherche si
noble et utile pour la santé infantile. D'autres travaux intéressants
seraient d’étudier de voir a quel moment de la conservation les
aspergillus commencent a proliférer ce toxine dans les farines et a
quel moment il serait mieux d'user du miel dans la conservation. Il
serait aussi possible de déterminer la quantité du miel qu'il faut pour
tel ou tel autre produit. Ceci compléterait les moyens préventifs
d’intoxication alimentaires.
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