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Résumé

Les champignons (ou moisissures) et certains de leurs métabolites secondaires appelés
mycotoxines ont des impacts économiques et sanitaires importants lorsqu’ils se trouvent
dans les céréales. Par conséquent, un controle de ces matieres premicres se met
progressivement en place au niveau mondial, via une réglementation pour I'alimentation
humaine et de recommandations pour I'alimentation animale. Les techniques de dosage
classiques sont longues et colteuses, et nécessitent une expertise. A contrario, les
méthodes analytiques alternatives permettent une évaluation rapide, simple et peu
colteuse du risque de présence de mycotoxines dans les produits. La spectroscopie
infrarouge fait partie de ces outils. Elle traite de la région infrarouge du spectre
¢lectromagnétique et exploite le fait que les molécules absorbent les fréquences
spécifiques qui sont caractéristiques de leur structure. Cette technique est donc tres utilisée
en caractérisation, mais également en quantification. La premiere partie de cette synthese
en aborde les principes généraux. La seconde partie fait le point sur les travaux menés pour
son utilisation dans la gestion du risque fongique et mycotoxique.

Mots clés : moisissure ; mycotoxine ; prédiction ; spectroscopie infrarouge.

Themes : méthodes et outils ; pathologie ; productions végétales.

Abstract

Infrared spectroscopy used as a decision-making support for the determination of
fungal and mycotoxic risk

In cereals, fungi and some of their secondary metabolites, so-called mycotoxins, are health
concerns and cause important economic impacts. Consequently, a control of these raw
materials is gradually being set up internationally, with the implementation of regulations
for food and recommendations for feed. Classical techniques of quantification are long and
expensive, and require expertise. On the contrary, the alternative analytical methods allow
a fast, simple and inexpensive evaluation of the risks of presence of mycotoxins in
products. Infrared spectroscopy is one such method. It uses the infrared region of the
electromagnetic spectrum and exploits the fact that molecules absorb the specific
frequencies which are characteristic of their structure. Hence, this technique is usually used
in both characterization and quantification. The first part of this synthesis will present the
general principles. The second part will review the studies on its use in management of
fungal and mycotoxic risks.

Key words: mold contamination; mycotoxins; prediction; spectroscopy.
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n France, pour 'année 2010, les

céréales ont couvert 9,3 mil-

lions d’hectares, pour une pro-
duction récoltée de 65,7 millions de
tonnes (Agreste, 2011). Pour étre
commercialisés, les grains doivent
respecter des spécifications  qui
concernent notamment leur qualité.
Le terme « qualité » englobe la qualité
nutritionnelle (teneur en protéines, en
amidon. . .), les caractéristiques tech-
nologiques (poids de 1000 grains,
poids spécifique...), ainsi que la
qualité sanitaire (présence d’insectes,
de moisissures. . .). C’est cette dernicre
qui fait l'objet de cette revue de
littérature.
Les mycotoxines, métabolites secon-
daires toxiques produits par certaines
especes de moisissures présentes sur
les céréales, et les champignons eux-
mémes, ont des impacts €conomiques
et sanitaires importants. Des diminu-
tions de rendement en productions
végétale et animale, des problémes
de santé publique, ou bien encore
des dévalorisations sur le marché
international des céréales illustrent
parfaitement ces effets. En 2001,
I'Organisation pour lagriculture et
l'alimentation (FAO) estimait les per-
tes mondiales dues aux mycotoxines a
1 000 millions de tonnes de denrées
alimentaires par an (FAO, 2001).
Face a I'importance des conséquences
de la contamination par les toxines, un
cadre juridique se met progressive-
ment en place au niveau mondial.
II définit des limites supérieures
de teneurs en mycotoxines dans les
denrées alimentaires et notamment
dans les céréales. La Commission
européenne a ainsi €dité un reglement
en vigueur depuis 2002, réglement
que les agriculteurs et les industriels
doivent respecter sous peine de voir
leurs denrées non commercialisées.
En consommation humaine, la teneur
maximale autorisée en déoxynivalé-
nol est de 1 750 ug/kg (ou parties par
milliard [ppbD), elle est de 2 000 ng/kg
pour les fumonisines dans le mais brut
(Commission européenne, 2007). Les
recommandations de teneurs maxi-
males contenues dans les matieres
premiéres entrant dans la composition
des aliments pour animaux sont moins
séveres. En effet, la teneur limite en
déoxynivalénol est de 8000 ug/kg
pour les céréales. Le seuil est de
60 000 ug/kg pour les fumonisines
dans ces mémes matieres premieres
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(Commission européenne, 2000). La
mise en place de ces seuils a engendré
un besoin de méthodes de détection et
de quantification des mycotoxines.
Les techniques de dosage sont princi-
palement des méthodes chromatogra-
phiques. Bien que tres performantes,
elles restent relativement longues et
colteuses pour une application dans
un cadre purement industriel qui exige
simplicité et rapidite. De plus, le
principal probléme rencontré pour leur
mise en place est 'échantillonnage. En
effet, ces techniques nécessitent par
exemple de prélever un échantillon de
quelques centaines de grammes dans
un silo de plusieurs tonnes de céréales.
Or, les mycotoxines sont des métabo-
lites fongiques et tout comme les
moisissures par lesquelles elles sont
synthétisées, leur répartition au sein du
silo est trés hétérogene. La qualité
sanitaire de I’échantillon prélevé n’est
donc pas forcément représentative de
la qualité sanitaire du silo entier.

Les agriculteurs et les industriels sont
donc a la recherche de méthodes
analytiques alternatives permettant
une évaluation rapide, simple et peu
colteuse du risque de présence de
mycotoxines dans leurs produits. Les
tests immuno-enzymatiques sont de
loin les plus utilisés en industrie. Ces
méthodes de détection sont basées sur
des tests Enzyme-Linked Immuno-Sor-
bent Assay (Elisa). Ces tests, bien que
rapides, sont employés dans des labo-
ratoires spécialisés et ont un colt élevé.
De plus, leur utilisation nécessite beau-
coup de rigueur en laboratoire et un
personnel formé afin d’assurer des
résultats convenables. Une technique

alternative a I'Elisa est 'immunochro-
matographie pour laquelle différents
produits commerciaux existent pour la
détermination des teneurs en mycoto-
xines. Cette méthode donne de meil-
leurs résultats que les tests Elisa, a
condition d’avoir un technicien tres
bien forméa latechnique. Une derniere
méthode alternative, la spectroscopie
infrarouge, est utilisée depuis de
nombreuses années lors de controles
qualité au sein des industries agroali-
mentaires. Cette derniere pourrait
peut-étre répondre aux attentes du
terrain pour la détection du risque
fongique et mycotoxique.

Les especes cibles de cet article sont le
mais, le blé et l'orge, et les mycoto-
xines étudiées le déoxynivalénol et les
fumonisines.

Le déoxynivalénol est produit au
champ par Fusarium graminearum
ou par Fusarium culmorum. La figure 1
présente sa structure chimique.

Au champ, les agents producteurs de
fumonisines sont Fusarium verticillioi-
des et Fusarium proliferatum. La
structure chimique de la fumonisine
B1 est représentée sur la figure 2.
Levasseur-Garcia (2010) indique les
teneurs en mycotoxines rencontrées
dans des échantillons de mais natu-
rellement contaminés, récoltés en
Europe, durant les années 2003 a
2009 :

— déoxynivalénol (1 165 échantil-
lons) : 50 a 87 000 ppb, avec respec-
tivement 380 et 3300ppb en

moyenne pour les années a faible et
forte contamination ;

— fumonisines (1 160 échantillons) :
50 4 114 600 ppb, avec en moyenne

Figure 1. Structure chimique du déoxynivalénol.

Figure 1. Chemical structure of deoxynivalenol.
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Figure 2. Structure chimique de la fumonisine B1.

Figure 2. Chemical structure of fumonisin B1.

6800 ppb lors des années de forte
contamination et 2 000 ppb pour les
années a faible contamination.

La spectroscopie
infrarouge :
principes généraux

La spectroscopie infrarouge est une
méthode analytique qui permet d’iden-
tifier la nature des liaisons chimiques
d’'une molécule ou bien de quantifier
les composants dun produit. Cette
spectroscopie repose sur I'étude de
spectres d’absorption créés lors de
l'interaction de rayonnements infra-
rouges avec les molécules de I'échan-
tillon étudié. Celui-ci est soumis a
un rayonnement électromagnétique
qui correspond a la partie du spectre
de la lumiere comprise entre 800 et
25000 nm, ou nous pouvons distin-
guer le «proche» (800 a 2500 nm)
et le «moyen » infrarouge (2500 a
25 000 nm). L’absorption des rayonne-
ments infrarouge par I'échantillon est
due aux mouvements de vibration etde
rotation des molécules qui le compo-
sent. Certaines fréquences de vibration
et de rotation sont caractéristiques d'un
groupement chimique. Un spectre
infrarouge est donc constitué de pics
d’absorption qui correspondent aux
fréquences de 'onde que les molécules
peuvent absorber. Cette fréquence
d’onde est reliée a la longueur d’onde
par une constante. En effet, un spectre
infrarouge représente I'absorbance de
I'échantillon, en fonction de la lon-
gueur d’'onde. En spectroscopie proche

infrarouge, 'unité couramment utilisée
est le nanomeétre (nm).

Unspectre infrarouge peut étre assimilé
a une empreinte digitale, caractéris-
tique de I’échantillon analysé, au méme
titre qu'un ensemble de grandeurs
caractéristiques telles que sa teneur
en protéines, sa teneur en eau, etc. Son
interprétation directe est complexe, il
est donc indispensable de procéder a
un calibrage avec des valeurs de
référence chimiques. Ces données
(teneurs en protéines et en eau, etc.),
propres a I’échantillon, seront mises en
corrélation avec le spectre infrarouge
de ce méme échantillon afin d’obtenir
un modele de prédiction mathéma-
tique, une calibration.

Les performances du modele déve-
loppé sont principalement évaluées
par les critéres suivants : le coefficient
de détermination r* et I'erreur standard
(standard error[SE)D). L'erreur standard
est basée sur les résidus, ¢’est-a-dire les
différences entre les valeurs prédites et
les valeurs réelles des 7z échantillons du
set de calibration. Le critére r* repré-
sente la part d’information contenue
dans les données de référence, qui est
expliquée par le modele. Dans les
articles scientifiques, plusieurs termes
peuvent étre employés pour parler de
cette erreur standard : standard error
of calibration (SEC), SECV (standard
error of cross validation), standard
error of prediction (SEP), root mean
square error of prediction (RMSEP) ou
bien encore le residual predictive
deviation (RPD). Le SEC est 'erreur
standard de calibrage, elle est calculée
sur les échantillons ayant servi a
développer le modele. Plus la valeur
du SEC se rapproche de la répétabilité

de I'analyse de référence, meilleur est
le modele. Les autres termes sont des
critéres de validation du modele utilisés
pour évaluer la qualité prédictive du
modele sur de nouveaux échantillons.
Le SECV valide le modele en validation
croisée, c’est-a-dire que la population
des échantillons du set de calibrage est
divisée en ¢ sous-groupes. Une équa-
tion de prédiction est développée sur
(1) groupes puis validée sur le groupe
restant. Cette opération est reprise par
permutation sur les autres sous-grou-
pes. Lerreur standard calculée est le
SECV. Le SEP est l'erreur standard de
prédiction, calculée sur un set de
nouveaux échantillons, non utilisés
pour développer le modele. Comme
pour le SEC, plus leur valeur se
rapproche de la répétabilité de I'ana-
lyse de référence, meilleur est le
modele. Le RMSEP est une indication
similaire au SEP. Le dernier indice,
RPD, est le rapport entre 'écart-type de
la population qui sert a développer le
modele, et la précision de la calibration
(SECV ou SEP).

Les caractéristiques d’absorption du
déoxynivalénol dans I'infrarouge sont
les suivantes (Fremy et Afssa, 2009) :
1720/cm et 1 259/cm (groupes acéty-
les), 1580/cm et 825/cm (présence
d’'une double liaison bi-substituée) et
3 400/cm et 3 480/cm (présence des
groupements hydroxyles). En ce qui
concerne les fumonisines ou bien
encore lergostérol ou la chitine,
Levasseur-Garcia (2012) détaille les
bandes spectrales d’intérét, plus nom-
breuses, que ce soit en proche infra-
rouge ou bien en moyen infrarouge.

Application

de la spectroscopie
infrarouge

a la détection

des contaminations
fongiques

via les composés
fongiques

Les premicres applications de l'infra-
rouge sur les microorganismes datent
des années 1950 (Miguel Gomez et al.,
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2003). Dans ces applications, les
spectrometres sont calibrés en fonc-
tion des méthodes de dosage des
champignons ou des mycotoxines.
Dans les années 1980, Fraenkel et al.
(1980) et Davies et al. (1987) publient
leurs premiers travaux concernant la
détection de contamination fongique
par spectroscopie proche infrarouge
(Botrytis cinerea et Alternaria tenuis-
sima), mais cet outil appliqué a la
détection de moisissures connait son
essor dans les années 1990. Cela
s’explique par le fait que les modeles
agronomiques existant alors requie-
rent un nombre tres important d’infor-
mations a collecter au champ et sont
de ce fait difficilement utilisables en
routine. De plus, les industriels ont
besoin de techniques non destructi-
ves afin d’assurer une évaluation
sanitaire des récoltes. Plusieurs équi-
pes de recherche ont alors utilisé
la spectroscopie infrarouge pour
détecter les moisissures et les myco-
toxines sur céréales, cela pouvant
étre réalisé en méme temps que la
quantification d’autres parametres tels
que les protéines, la teneur en eau,
etc.

Le champignon peut étre détecté par
des méthodes microbiologiques asso-
ciées a des méthodes visuelles, micro-
scopiques et culturales. Les méthodes
classiques de détection des moisissu-
res sont basées sur l'observation
directe des thalles a 'ceil nu ou au
microscope, sur denrées contaminées
ou sur milieu de culture. Ces méthodes
sont longues ; elles nécessitent des
éléments viables et une bonne exper-
tise. Grice aux progres des techniques
microbiologiques, la détection et le
dénombrement se font également par
des techniques biochimiques, immu-
nologiques et moléculaires.

D’autres approches reposent sur la
détection des constituants et des
métabolites fongiques. En effet, les
moisissures ont des spécificités qui les
distinguent des autres eucaryotes. La
régulation de certaines enzymes, la
synthese de l'acide aminé lysine par
une voie métabolique particuliere ou
bien encore des caractéristiques ultra-
structurales (appareil de Golgi) et
génétiques (haploidie) en font partie.
Parmi ces attributs, des composés
structuraux des moisissures peuvent
étre utilisés comme témoins d’'une
contamination fongique : la chitine
(Cousin, 1996) dans la paroi cellulaire
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ou lergostérol dans la membrane
cellulaire.

La chitine peut étre responsable de
I'absorption de la lumiere en spec-
troscopie infrarouge (Roberts et al.,
1991 ; Nilsson et al., 1994). L'inconvé-
nient principal de l'utilisation de ce
constituant en tant que témoin de
contamination fongique réside dans le
fait que la chitine n’est pas propre aux
champignons ; elle est présente chez
les insectes, les diatomées, les arach-
nides, les nématodes, les crustacés et
quelques  autres  étres  vivants
(Muzzarelli, 1977). De plus, elle peut
se présenter sous différentes formes,
chacune d’entre elles possédant des
caractéristiques propres de détection.
Lergostérol est quant a lui plus
spécifique des champignons. Cette
molécule, encore appelée provita-
mine D2, est un stérol de base méthy-
lée en C24 (faisant partie du sous-
groupe de composés organiques solu-
bles dans les lipides), présent dans les
membranes cellulaires des mycétes
filamenteux et des levures. Cette
molécule est absente des cellules
animales (Verscheure et al., 2002) et
est minoritaire parmi les stérols des
végétaux supérieurs (Pitt et Hocking,
1997) et des insectes (Weete, 1980).
Griffiths et al. (2003) ont démontré
que l'ergostérol est le stérol majoritaire
des moisissures : il représente 95 %
des stérols totaux, les 5 % restants
étant des précurseurs de l'ergostérol
chez Leptosphaeria maculans. Cette
spécificité fait de cette molécule un
traceur potentiel de I'activité fongique.
En effet, différents travaux ont justifié
l'utilisation de ce métabolite en tant
que témoin d’'une contamination fon-
gique (Seitz et al., 1977 ; Cahagnier
et al., 1983 ; Seitz et Pomeranz, 1983 ;
Frisvad et al, 1998 ; Dowell et al.,
1999). On estime qu’un grain a une
qualité microbiologique convenable
si l'on dénombre au maximum
10 000 germes de la flore de stockage
par gramme de grain. De plus, il est
communément admis que la teneur en
ergostérol doit étre inférieure a un
certain seuil, la limite étant de 8 ug/g
pour le mais (Cahagnier et Fleurat-
Lessard, 1996). Des travaux utilisant la
spectroscopie proche infrarouge ont
été réalisés pour quantifier I'ergostérol
(Dowell et al., 1999 ; Kos et al., 2003 ;
Kos et al., 2004 ; Berardo et al., 2005 ;
Borjesson et al., 2007). L'ergostérol
peut étre utilisé en tant que marqueur

fongique (Seitz et al., 1977 ; Seitz et al.,
1979 ; Saxena et al, 2001 ; Castro
el al., 2002) et peut donc servir de
signal de prévention d’'une éventuelle
synthese de mycotoxines.

Le tableau 1 récapitule les travaux
portant sur la détection de la chitine
ou de lergostérol par infrarouge. Si
I'on compare les gammes de teneur en
ergostérol utilisées, avec le seuil de
8ug/g (ou 8 parties par million
[ppm)), seuls les travaux de Berardo
et al. (2005) (0,78 a 41,52 ppm) et de
Borjesson et al  (2007) (2,882
60,66 ppm) intégrent ce seuil. Le
nombre d’échantillons utilisés est
raisonnable pour donner une idée
des performances (respectivement
160 et 110 échantillons). L'erreur SEP
du modele de Berardo er al. (2005) est
de 1,74 ppm en validation externe,
alors que l'erreur SECV de Borjesson
et al. (2007) est de 6,3 ppm sur orge.
Lerreur SECV de Borjesson el al.
(2007) est élevée par rapport a ce
seuil de 8 ppm, mais celle de Berardo
et al. (2005) est intéressante. Le
modele serait utilisable pour quanti-
fier I'ergostérol dans le mais.

Application

de la spectroscopie
infrarouge

a la détection globale
des contaminations
fongique

et mycotoxique

Lien entre contamination
fongique et mycotoxique

La détection des mycotoxines sur les
céréales peut étre réalisée de deux
manieres principales : l'auteur cher-
che a quantifier directement la teneur
en toxines, ou bien il se sert de la
présence fongique pour approcher le
risque toxique. Différents auteurs ont
étudié le lien entre la teneur en
ergostérol, la teneur en mycotoxines
et les unités fongiques (unités formant
colonies [UFCD. Le lien entre la
quantité de champignons et la quan-
titt de mycotoxines n'est pas




‘pusiiep pue ajelie [ewiou piepuels : QANS : U0/198.1100 1811eIS aAnedldiinw : JSIN * 89ALIP (Z : Zzd ‘ 89AU9P | ¢ 1A ¢ UNP9J-911uad @ YJ : saJ1oads xne gnbijdde snbiiewsylew juswslieslald
*991IpoW STd : SIdIN * S|onJed sauied saipulow sap allegul| uoissaibal : §d : uoissaibal e] ap ainleN

"9|[adn1eu : N ! 9|aI01ylle [/ 1 UOIJBUIWEIUOD B| 8p dinleN

*sauleibouow : DA ! sianua suledb : 3o ! sgAoiq sulelb : go @ uo||IIUBYDY,| P UOIIBIUBSDI]

*SUO||11UBYD9,p 8IqWION

9bio : O !slew : | f9|q: g : 9oueN

'SINaual ap swwen

‘gsAjeue gsodwo) ,

'u0/12Ipaid JO 10418 pIepuRlS : 43S | UOIIEPI/eA SS0ID JO 10419 piepuels . \DIS ' uoneiqied o 101 piepuels : IS ! gublasual uou : YN

0O T 0 + O£

o
£00¢ 4N 4N | UN| By/Bweg’g | g0 4N 4N |OLL B3/6w 9909 S
“je 1o abessl| + AANS S1d N |3D|0oLL el O e gg'z |oi91sobi3 c
uossaliog 4N 4N | UN| By/Bw g’y | €80 4N 4N | v€ ) =
O
G002 £
“|e jo By/bw zg' L ~
opleseg | By/Bw 2 1| 18'0| Lt 4N 4N 4N 4N | HN a + Jsn S1dIN |V 'N| UN 091 N 2 8.0 |oJ91s0Big o
4N YN | °N| BY/BrizoL L| 9’0 B3/6Y +'80L| 220 YL B>/61 N
SN 4O s | N s w1 [ VITO9E | joimsobiz «
4N YN | °N| B3/61 £'¥98| 9’0 | BY/BriEEG | 80| vL : <
€002 6%/61 009 € 9
"“je 19 S0y 4N 4N | 4N| B3/61i 6’ L69| z2 0| BY/BT L GH1| 88°0| +L La + 4O S1d N | g9 vl N e 088 |oJ91sobu3 m
6661 1=
“le 19 wdd /61 L )
[lemoQ 4N 4N | 4N 4N YN | wddgol |+9'0| 9t 40 S1d N |DIN of 9 e 0§ |oloysobi3
L661 piepuels
“le 19 a|dnjnw SIN BY/6 12’9
sueqoy | B%/622'0 | 26°0| 0T 4N UN | B3/6 L0 |¥6°0| 96 za uolssalboy| v ‘N| 4N oLl 0 e GG'0 aulyo
das 2 | 3N AD3S 2! 03s 2 | 3N
sinainy 1s9] 9951010 uonepien Qmm\_ﬂ__ﬂo sn_-& mmwm uu.—._oo odd vmz HIN Q._-w VO
saouewoad sanbnsnels sjunQ

s|ealad ul uolnedlnuenb joia1sobia pue aunniyd ol paljdde Adoosouloads palesju] t| dqel

"S9|e9190 S9| suep |0ig1sobia,| ap 1@ aunyo e| ap uonesyuenb e| e agnbidde abnouesyur aidossosyoadg



proportionnel. En effet, il est possible
d’avoir peu de champignons et beau-
coup de mycotoxines, et inversement.
En effet, la moisissure peut avoir
disparu apres avoir sécrété des toxi-
nes, de par I'évolution de la myco-
flore, ou l'application de traitements
chimiques. De plus, certaines souches
sont plus toxinogenes que d’autres.
Certaines études ont abordé ce sujet.
Deux conclusions existent. Des auteurs
trouvent une corrélation entre la teneur
en mycotoxines, la teneur en ergostérol
et/ou les unités fongiques. Lamper
et al. (2000) indiquent un coefficient
de corrélation de 0,87 entre les teneurs
en déoxynivalénol et les teneurs en
ergostérol dans des échantillons de
blé. Pour Miedaner et al (2000), ce
méme coefficient dépasse 0,8. Enfin,
Wanyoike et al. (2002) relevent une
corrélation positive « modérée » entre
eux. A l'opposé, dautres auteurs ne
trouvent aucune corrélation ou ne
peuvent pas conclure catégoriquement
(Diener et Davis, 1982 ; Perkowski
et al, 1995 ; Gilbert et al, 2002 ;
Penteado Moretzsohn de Castro et al.,
2002 ; Beyer et al., 2007 ; Nowicki,
2007).

Discrimination de souches
fongiques

Plusieurs études portent sur la dis-
crimination ou lidentification de
Fusarium, Aspergillus ou Penicillium,
au niveau des genres, des especes ou
bien encore des souches. La grande
majorité des travaux ciblent Fusarium.
En 2007, Nie et al. (2007) ont analysé
16 isolats appartenant a cing espéces
de Fusarium par spectroscopie infra-
rouge. Grace a l'utilisation d’un réseau
de neurones (ANN), 100 % des isolats
ont été bien reconnus, que ce soit dans
le set de calibrage (neuf souches) ou
bien dans le set de test (les sept
souches restantes). En 2010, les tra-
vaux de Levasseur el al. (2010) ont
permis de discriminer F. graminea-
rum, F. proliferatum, F. subglutinans
et F. verticillioides, avec un taux de
bon classement supérieur a 98,8 % en
validation externe. En 2012, Salman
et al. (2012) ont correctement identifié
75 % des dix souches de Fusarium
oxysporum mises en culture sur le
milieu Potato Dextrose Agar [PDA], en
utilisant la spectroscopie. La méme
année, Williams et al. (2012) ont utilisé
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cet outil pour discriminer trois souches
appartenant aux trois especes F. sub-
glutinans, F. proliferatum et F. verti-
cillioides, sur PDA. F. verticillioides a
été le moins facilement identifié par le
modele.

En ce qui concerne Aspergillus, les
essais de Garon et al. (2010) avaient
pour objectif de discriminer des sou-
ches toxinogeénes et atoxinogenes.
Soixante-quinze pour cent des sou-
ches d’Aspergillus flavus et 100 % des
souches d’Aspergillus parasiticus ont
été correctement classées par infra-
rouge.

Enfin, l'étude de Fischer et al. (20006),
portant sur lidentification de dix
especes d’Aspergillus et de Penicil-
lium, indique un taux d’especes bien
classées de 80 %.

En conclusion, la caractérisation de sou-
ches fongiques par spectroscopie infra-
rouge semble étre tres prometteuse.

Quantification des degrés
d'atteinte des grains

par la fusariose

et des teneurs

en déoxynivalénol

et en fumonisines

dans le blé et le mais

Balcerowska et al. (2009) et Berardo
et al. (2005) présentent des essais de
quantification des degrés datteinte
des grains par la fusariose (tableau
2) sur le blé et sur le mais. En
validation externe, les valeurs de
r* sont bonnes (0,78 au minimum).
Les paragraphes suivants mettent plus
l'accent sur des travaux de quantifica-
tion des mycotoxines sur blé et mais.
Les toxines ciblées sont le déoxyniva-
lénol et les fumonisines, dont la teneur
dans ces céréales est réglementée en
alimentation humaine par la Commis-
sion européenne. Dans le mais brut,
la limite européenne reéglementaire
est de 4 000 ppb pour les fumonisines
et de 1750 ppb pour le déoxynivalé-
nol. Pour le blé brut, la limite
en déoxynivalénol est de 1250 ppb
(Commission européenne, 2007).
Différents auteurs présentent leurs
modeles de prédiction des teneurs
en déoxynivalénol : Dowell el al
(1999), Kos et al. (2003, 2004), Ruan
et al. (2002), Pettersson et Aberg
(2003), Roumet et al (2007),

Abramovic et al. (2007), De Girolamo
et al. (2009), Bolduan et al. (2009) et
Beyer et al. (2010). Les caractéristiques
ainsi que les performances des mode-
les sont récapitulées dans le tableau 3.
Jusqu'ici, seuls quelques travaux infra-
rouges ont porté sur la prédiction de la
teneur en fumonisines par spectros-
copie infrarouge : Berardo er al
(2005), Bolduan et al. (2009), Firrao
et al. (2010) et Gaspardo et al. (2012)
(tableau 4).

Afin d’interpréter les performances, il
est important de regarder la nature de
la contamination, la gamme de teneurs
et le nombre d’échantillons utilisés, le
mode de présentation des grains, ainsi
que l'approche statistique choisie.

En effet, selon que la contamination
est naturelle ou bien artificielle, la
souche est plus ou moins concurren-
cée. Or, la présence d’autres souches
fongiques est de nature a modifier
le spectre infrarouge, qui lui, tient
compte de I'ensemble « grain et conta-
mination globale ». De plus, une
moisissure consomme du grain pour
sa propre croissance. Les teneurs en
glucides ou lipides sont donc modi-
fiées régulierement au fur et a mesure
de laugmentation de la masse fon-
gique, modifications détectables en
spectroscopie. Les dilutions de grains
contaminés dans du grain sain sont
donc a proscrire. La gamme de teneurs
est également trés importante. Le
modele peut présenter de bonnes
performances en termes de SE, alors
qu’il a été développé sur une gamme
de teneurs tres étroite. C’est pour cela
que les spécialistes calculent le rap-
port performances sur déviation
(RPD), le rapport entre l'écart-type
des concentrations du jeu de données
et lerreur du modele infrarouge
(SECV ou SEP). Un RPD supérieur a
2,4 permet de conclure a la possibilité
d’utiliser le modeéle infrarouge en
routine (Williams, 2007). Par ailleurs,
cette gamme de teneurs doit étre
représentative de la réalité du terrain.
II est communément admis en spec-
troscopie infrarouge qu’un set d’au
moins 80 échantillons est nécessaire
pour réaliser une étude. De plus, le
mode de présentation compte beau-
coup lorsque I'on envisage une appli-
cation sur le terrain de ces études. En
effet, 'industriel aura besoin de mesu-
rer des lots de grains, et non pas des
monograines, et si possible en grains
entiers et non broyés, afin de gagner




Spectroscopie infrarouge appliquée a la quantification de grains fusariés.

Table 2. Infrared spectroscopy applied to the quantification of fusarium-damaged grains.

GC?® MP° | NE® [PEY| Cont®

Outils statistiques Performances
Calibrage Validation croisée Test Auteurs
Regf PT® |NE| r? SEC r? SECV |NE | r? SEP

0a100 % B | 30 |GB A PLS |C + D1 (30(>0,9(2,64 %|>0,9 [8,63 % |[NR| NR NR |Balcerowska
+ dilution et al., 2009
28 a 100 % |[M |220 |NR N, A MPLS | MSC |NR| NR NR NR NR 4110,8 6,34 % Berardo
(contamination +D et al., 2005
fongique totale)
2a100 % M 1217 |NR N, A MPLS | MSC |NR| NR NR NR NR 850,78 (9,64 % Berardo
(Fusarium +D et al., 2005
verticillioides)

NR : non renseigné ; SEC : standard error of calibration ; SECV : standard error of cross validation ; SEP : standard error of prediction.

2 Gamme de contamination.
 Matrice : B : blé ; M : mais.
¢ Nombre d'échantillons.

9 Présentation de I'échantillon : GB : grains broyés.

¢ Nature de la contamination : A : artificielle ; N : naturelle.
f Nature de la régression : PLS : régression linéaire des moindres carrés partiels ; MPLS : PLS modifiée.

9 Prétraitement mathématique appliqué aux spectres :

en efficacité. Enfin, le choix de faire
une validation croisée ou externe
impacte fortement la lecture des
résultats. En effet, les performances
en validation externe (sur un set de
données nouveau) sont toujours
moindres que celles en validation
croisée.

Parmi les trois travaux répertoriés
dans le tableau 2, travaux portant
sur la quantification des grains fusa-
riés, seuls les travaux de Berardo ef al.
(2005) utilisent, pour partie, des grains
contaminés naturellement. Parmi les
essais portant sur la quantification du
déoxynivalénol répertoriés dans le
tableau 3, cinq utilisent des échantil-
lons contaminés naturellement, deux
artificiellement, un avec dilution de
grains, enfin, pour deux d’entre eux,
l'information n’est pas donnée. La
moitié des essais se font sur grains
broyés. Seuls deux auteurs, Dowell
et al. (1999) et Ruan et al. (2002), font
une validation externe. Enfin, la moitié
seulement des essais comporte un
nombre d’échantillons représentatifs.
Parmi les cinq études sur grains
naturellement contaminés, trois ont
un nombre d’échantillons tres faible
(14 pour Kos et al. [2003 et 2004] et
23 pour Beyer et al. [2010]). Parmi les
deux études restantes, la gamme de
teneurs utilisée par Dowell et al

(2002) semble trés importante (5 a
789 ppm). En plus de cela, ces auteurs
travaillent sur des monograines. Ruan
et al. (2002) sont donc les seuls auteurs
a présenter des essais sur grains
entiers, naturellement contaminés,
avec un nombre d’échantillons inté-
ressant. La gamme de teneurs va de
0,3 a 50,8 ppm. L’outil statistique uti-
lisé est un réseau de neurones artifi-
ciels. Par rapport a la réglementation
ou aux recommandations européen-
nes (1750 ppb ou 1,75 ppm pour
l'alimentation humaine et 8 000 ppb
ou 8ppm pour l'alimentation ani-
male), l'erreur du modele SEP, soit
3,097 ppm, est trop élevée. En effet,
dans 95 % des prédictions, la teneur
en déoxynivalénol sera prédite a
+ 2 x 3,097 ppm, soit un peu plus
de + 6 ppm.

Parmi les quatre articles ciblant les
fumonisines (tableau 4), ceux de
Firrao et al. (2010) et de Gaspardo
et al. (2012) portent sur des contami-
nations naturelles, avec un nombre
d’échantillons élevé. Gaspardo et al.
(2012) travaillent sur des grains
broyés, alors que Firrao et al. (2010)
utilisent des monograines. Gaspardo
el al (2012) utilisent des grains
de mais contaminés a des niveaux
allant de 0,417 a 11,845 ppm, avec
une teneur moyenne de 3,537 ppm.

C : centré ; D1 : 1" dérivée ; D2 : 2° dérivée ; D : dérivée.

En validation sur un jeu de
données externe, I'erreur SEP est de
0,839 ppm pour un r*de 0,77. La
réglementation européenne indique
un niveau de 2 ppm pour l'alimen-
tation humaine et de 60 ppm pour
l'alimentation animale. Dans 95 % des
prédictions, la teneur en fumonisines
sera bien prédite a £ 2 x 0,8 ppm,
soit £+ 1,6 ppm. Le RPD est de 1,2. Le
modele n’est pas assez précis pour étre
utilisé en routine, mais lauteur
indique qu’il peut étre employé pour
discriminer des échantillons ayant des
teneurs supérieures 4 4 ppm. Parmi
toutes les études citées, cette étude est
la seule qui indique une possibilité
dutiliser la spectroscopie infrarouge
en routine pour la quantification de
fumonisines. Elle doit donc étre
confirmée par dautres équipes de
recherche.

La partie suivante traite de travaux de
classement des échantillons par des
modeles de spectroscopie infrarouge.

Approche du risque
de contamination par classes

Le tableau 5 synthétise les principaux
travaux de classement d’échantillons
contaminés, en ciblant soit le champi-
gnon, soit la mycotoxine, soit les deux.

Cah Agric, vol. 22, n® 3, mai-juin 2013
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Spectroscopie infrarouge appliquée a la quantification des fumonisines.

Table 4. Infrared spectroscopy applied to the quantification of fumonisins.

Outils Performances
statistiques
GT® M |NES |PE? |Cont® Reg' PT? Calibrage Validation Test Auteurs
croisée
NE | r? SEC r? SECV | NE | r* | SEP
0,01 a19,6 |M |180 [NR [N, A |[MPLS [MSC + D [NR | NR NR NR NR 37 10,78 | 1,3 |Berardo et al.,
mg/kg mg/kg 2005
0,14a6,43 |[M |198 |GB | A |MPLS NR 198 |0,68 | 0,80 0,46 | 1,04 NR | NR NR |Bolduan et al.,
In mg/kg In mg/kg In mg/kg 2009
21143663 |M |528 MG | N |ANN NR 423 (0,68 NR NR NR 105 |0,68 | NR Firrao et al.,
ppb 2010
0,41a11,85 |M |168 |GB | N PLS CR 168 |0,93 0,6 NR NR 25 |0,77 |0,84 Gaspardo
mg/kg mg/kg mg/kg | et al., 2012
NR : non renseigné ; SEC : standard error of calibration ; SECV : standard error of cross validation ; SEP : standard error of prediction ; In : logarithme.

a
b
c
d

Gamme de teneur.

Matrice : M : mais.

Nombre d'échantillons.
Présentation de I'échantillon :

¢ Nature de la contamination :
f

GB : grains broyés ; MG : monograines.
A : artificielle ; N : naturelle.
Nature de la régression : ANN : réseau de neurones artificiels ; PLS : régression linéaire des moindres carrés partiels ; MPLS : PLS modifiée.

9 Prétraitement mathématique appliqué aux spectres : CR : centré-réduit ; D : dérivée ; MSC : multiplicative scatter correction.

La premiere partie du tableau traite
des contaminations par Aspergillus,
Fusarium ou Penicillium. La seconde
partie du tableau cible les travaux qui
permettent de discriminer les grains en
se basant non plus sur les champi-
gnons, mais directement sur les
teneurs en fumonisines. Les pour-
centages de bon classement sont bons,
voire excellents. Notons cependant
que la plupart des travaux ont été
réalisés sur des monograines (10 sur
14), apres contaminations artificielles
(8 sur 14) et sur un nombre d’échantil-
lons limité (moins de 80 échantillons :
sept sur 14). La sensibilité des métho-
des (capacité a donner un résultat
positif lorsqu'une hypothese est véri-
fiee) est donnée par le ratio suivant :

%vp
BoVP + %FN
La spécificité est, elle, renseignée par
le ratio ci-dessous :
% VN
VN + WoFP
La seule étude nous permettant ce
calcul est celle de Gordon et al. (1998),

dans laquelle la sensibilité vaut 0,96 et
la spécificité vaut 0,84.

Conclusion

La spectroscopie infrarouge présente
de multiples avantages. Cet outil ne
nécessite aucune préparation ni emploi
de produits toxiques. Il permet une
analyse non destructive des échantil-
lons. Par ailleurs, cette technique est
rapide, utilisable en ligne a un colt peu
¢leve. La cellule de mesure est résis-
tante et assez bon marché (verre ou
quartz). Enfin, la spectroscopie proche
infrarouge offre la possibilité d’analy-
ses multiparameétriques et 'on dispose
aujourd’hui d’'une gamme importante
d’appareils robustes. La principale
difficulté est 'expertise nécessaire au
développement des modeles.

Cette revue des principales approches
qualitatives et quantitatives du risque
fongique et mycotoxique nous a per-
mis de relever quelques biais métho-
dologiques, par rapport a une
utilisation de ces modeles sur le
terrain : une collecte des spectres sur
des monograines, des contaminations
artificielles, une gamme de teneurs en
déoxynivalénol et en fumonisines par-
fois étroite, ou au contraire, trop
grande, ou encore, un faible nombre
d’échantillons. Pour les essais basés sur

des contaminations naturelles, avec
une gamme de teneurs qui reflete la
réalité du terrain, la forte erreur
standard SECV ou SEP indique que la
précision de ces modeles est insuffi-
sante pour quantifier le déoxynivalénol
et les fumonisines dans le blé ou le
mais, pour des niveaux de contamina-
tion équivalents a la limite reglemen-
taire européenne. Une seule étude
semblerait proposer un modeéle de
quantification exploitable, cependant,
cela demande validation compte tenu
de toutes les autres études concluant
négativement. Des améliorations tech-
nologiques pourront probablement
améliorer la précision : utilisation de
I'hyperspectral, ou d’'un couplage de
différents systémes optiques par exem-
ple, mais la précision des modeles ne
sera probablement pas suffisante vis-a-
vis de la réglementation. En effet, un
des challenges a relever tient au fait que
la spectroscopie infrarouge est géné-
ralement utilisée pour quantifier des
composés a des teneurs au moins
100 fois plus élevées que celles des
toxines (Delwiche et al., 2011). L'utili-
sation de méthodes de régression non
linéaires (réseaux de neurones, sup-
port vecteur machine) devrait égale-
ment permettre  d’améliorer les

Cah Agric, vol. 22, n® 3, mai-juin 2013
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modeles, mais ces méthodes nécessi-
tent un grand nombre d’échantillons.
En I'état des choses, I'approche quali-
tative «sain » versus «contaming »
semble étre une voie plus prometteuse
pour une utilisation en routine de la
spectroscopie infrarouge. Cependant,
un classement des échantillons a
«teneur en mycotoxines inférieure a
la limite européenne » versus « teneur
en mycotoxines supérieure a la limite
européenne » serait plus approprié,
bien quaucune publication, a notre
connaissance, ne fasse part de ce
systeme. M
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