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Introduction :

La protection et la qualité des a**~—~nts cc~~*1tue un grand pan sur le plar le
la santé publique, et le en regard aux dangers des toxines aux quelles le
consommateur est exposé, dont les effets peuvent apparaitre a moven ou a l..g
terme. En effet, les céréales constituent un aliment de base de notre société, ~ss
produits ~'—entaires durant leurs phases de récolte, tramsport, stockage et
transformation peuvent étre infecter par des microorganismes divers surtout es
mo1siSsures.

Les genres et espéces composant la mycoflore des grains des céréales ~nt
aujourd’hui rangés en trois grands groupes; une flore de champ qui rassemble es
moisissures phytopathogéne qui s’ implante sur le grain avant la récolte.

Une flore de stockage essentiellement composée des genres aspergillu. et
penicillium qui tolérent des humidités beaucoup plus faibles et sont a 'onigine d. la
plupart des accidents de conservation d’origine microbiologique.

v

: " e de moisissures constitue la flore intermédiaire et
regroupe des germes.

Cette mycoflore des grains peut produire beaucoup de toxines. Ces derr :rs
sont des substances organiques élaborées par des moisissures et présente une tox..ité
pour 1’homme ou I’animal ; toutes les mycotoxines sont des métabolites seconds -es
dont la formation peut étre rapportée a des étapes de la glucolyse et au cycle es
acides tricaboxyliques. Le métabolite secondaire dépend de 'espéce considéré et
res souvent de la souche, a titre indicatif (60%) des souches d’aspergillus flavu ne
sont pas toxinogénes. [4 |

Ces mycotoxines sont rarement élaborée par des myvcéliums en croissc-ce
active (trophophase), elles apparaissent le plus souvent pendant Iidiophase jui
debute lorsque la source d'azote ou de phosphore est épuisée et se termine lorsque la
source de carbone a disparu. [4 ]

Notre travail consiste a mettre en évidence la présence de mvcotoxines « s
les ~mains de blé moisie. il se divise en deux volets.

1¥¢ volet est consacré a étude bibliographique sur les moisissures et :ur

mycotoxines.

2" volet érude experimentale qui consiste a farre une extrac on,

purification, et identification par la technique de CCM (chromatographie en co he
mince) , on termine par une conclusion générale.
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5- Classification des moisissures :
5-1 Les zygomycétes :

"+ deux ordres :
a- Mucorales :

Ce sont des champignons filamentaux a mycélium souvent envahiss t.
non septé (siphoné) ou a cloisons formés exceptionnellement au niveau des orga :s
reproducteurs ou lors de la différenciation de spores de résistance (chlamydospores

La reproduction asexuée s’effectue au moyen de spores immobiles forr :s
geénéralement en grand nombre dans des sporocystes pour vus a 'inténieur d° 1e
veésicule centrale ou columelle prolongeant le sporocytophore (absidia, mu. r,
rhizopus), lwi 2 pi_ NS 1€ ., .1y sous sporocyste (absidia, rhizo} )
figure 4

Selon les espéces, les sporocystophores présentent 4 modes le
ramification : monopodique, sympodique, homothallique, verticillé.figure 4

La reproduction sexuée, homothallique ou hétérothalique, fait interv nr
une fusion de deux gaméthocystes. Elles aboutit a la formation de zygospores a p ot
epaisse, souvent ormomentée et de couleur foncee, portées par deux suspensions.

Quatre genres : absidia, mucor, et rhizopus incluent la plupart des espi es
de mucorales isolées des denrées alimentaires.

b- Entomophtorales :
Champignons saprophytes ou le plus souvent parasites d’insectes .
Entomophtora muscae se développe sur les mouches mortes.
Entomophatora virulenta, pathogéne pour les hémipteres - [ 7]

5-2 Les ascomycétes :

Ces champignons, a thalle filamenteux septés ou levuroides, présentent ne
structure caractéristique appelée asque, qui est un sporocyste formé au cours ¢ la
reproduction sexuée. 1l peut étre globuleux, cylindrique ou plus ou moins clavifo e,
avec une paroi simple ou doublé, la morphologie des ascospores, extrément i,
elles peut étre :

hyaline, vivement colorées, brum p - ou —"ins for
- Globuleuses, elliptiques, cylindnque, vermiculaires.
- Uni cellulaires ; cloisonnées transversalement et longatudinalement.
- Lisses ou ornementées.

Les asques sont le plus souvent produits en grand nombre dans les
fructifications appelées ascocarpes dont on peut distinguer trois catégori

Les cléistotheques ; les,  heces; les | ot : re§ [~ j



a coté de cette forme sexuée exogene, beaucoup d’ascomycetes
reproduisent par multiplication asexuée (conidies), tel que aspergillus et pénicilliur

5-3 Les deuteromycetes :

Ce groupe comprend tous les champignons qui ne produisent ni ascospore
I "7 oreset ¢ : "1’ :nt au meen de comidies. IIs sont unicellule
(levures) ou a thalle filamenteu septé. Les deuteromycétes se divisent en
classes :

- Blastomycetes : levures avec ou sans pseudomycelium.

- Hyphomycetes : champignons aux filaments, stériles (agonomycet
ou produisent leur spores directement sur les hyphes ou sur
conidiophores simples ou agreges (moniliales).

- C o ycetes: dies n i dans ¢ pycmic (sphaeropsid:

r

ou dans les acervules (mélanconiales).figure 6. [7]
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exemple : la production de —-rcotoxine (] “ "me et acide pencwique), déc
considérablement en conditions d’oxygénation faible. [15 ]

6-4 potentiel hydrogéne pH :

Les champignons sont peu sensibles au pH du milieu, ils se dévelopy
entre 4,5 et 8 avec un optimum entre 5,5 et 7,5 certaines especes aspergillus n. ..
peuvent se développer jusqu’a 1,7 et 2, cette facult¢ de se développer en milieu ac-de
permet de les séparer des bactéries pour I’isolement . 1

v.w les .acteurs de Penvironnement :

A la différence des substances nutritifs qui sont toujours beaucoup | us
abondantes que ne le nécessite le développement des moisissures , les fact irs
physiques de Venvironnement (humidit€¢, température oxygene) constituent un
¢lément déterminant pour som initiation, parmi ceux-ci le plus important ‘st
"humidité ; car il a été montré qu’il existe une grand corrélation entre "humudite du
milieu et le développement des moisissures. [11 ]

On point d’équilibre a la surface de ce dernier ou pourra se développe la
moisissure (pour les aliments, cette valeur est de.uie comme activité de Ieav ou
aw, elle est approximativement inverse de I'humidité relation) I’humidité rela ve
minimum pour que commencent a se développer certains moisissures peu
nombreuses, dites xérophiles, est de 65-70% (eurotinium — aspergillus du groupes
glaucus). Au fur et a mesure que I’humidité augmente ils s’installent des moisissures
différentes, de plus en plus nombreuses vers 80-90%. Ainsi selon 1’espéce identifiée
sur un substrat on peut approxmlatlvement deﬁmr "humidité relative de celui~¢* la

N “fc 7 ~s est de> bier de
maintenir une hygrométrie faible dans I’environnement.















Aflatoxine G Aflatoxine G2

Figg LA STRUCTURE CHIMIQUE DES AFLATOXINES( )

3-2-2 Ochratoxine :
On sait que |’ ochratoxine produite par pénicillium viridicatum.

L ochratoxine possed deux noyau phenyle alanine et iso coumarine ; et le
plus toxique c’est I’ochratoxine A, il s’agit d’une substance cristal non colorée a la
lumiere naturel, et donne des e sc + 77V, en plus,: de 'ochratoxine
est dilué dans l’eau, et par I'hvdrolyse acide, et donne phenyl alanine et acide
I"acuque. Lumineusement est efficace, c’est "ochratoxine. [’achratoxine conten'~
une chaone de sept dérivé de iso coumarinique hée a un groupe d’amune : L.
phenvl- alanine. [13 ] ‘

1)



e Ochratoxine A R=H

—ia

R’=Cl .
e Ochratoxine B: R =H C?OR T o
R’=H CaHJCHzCH-—N'H—CO\/\/K
. ( | f |
| R=Cl | 5 ~
o Ester methylique de I'Ochratoxine A : R =CH; \,/\/ e
R'=Cl .~/ %
* Lster Methylique de ’Ochratoxii B: R Cisofr
R’=H

"i98:LA STRUCTURE CHIMIQUE DES OCHRATOXINES (g

CH;

Patubme

Fig&LA STRUCTURE CHIMIQUE DES AUTRES MYCOTOXINES (&)

3- -3 Aspeets pathologiques des mycotoxines :

Les mycotoxines sont des polluant dans les denrées alimentaires, ce sont s
composées chimiques d’origine fongiques, possédant des effets toxiques r
"homme, 1’animal et les plantes.

Cn classe les effets toxiques des mycotoximes en trois classes ; ef s
MUagenes ; C.uts Cancerog 3 ; enuts t - .

Le tableau swivent nous donne les différents tvpes de mycoto<nes et s
moisissures responsables de leur production.[1]
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3 chromatographie liquide haute performance (HPLC) :

le principe de I’HPLC se résume comime suite on prend un 'echartiilon de

30 kg et on le divise en trois echantillons, chacun de 10kg, et chaque echantillon est
brove en la présence de 1. 3 fois du p01d d’ eau et chloroforme de sodium par brovage
) ; (G mé’ ‘ne. Ef ['analvse se

fait sur le pistache et on extrait 63.5g de meélange et qui egal 25g de pisiache ¢t par la
présence de mélange méthanol-eau (80/20) et héxane alors la purification sur colonne

immuno-athnité se fait avant la neutralisation par LHPC.

Actuellement I"HPLC est trés utille dans le dosage de nombreuses
mycotoxines (aflatoxine, patuline, ochratoxines, zéaralenone, strerigmatocystine).[4]

4 la chromatographie phase gazeuse C.P.G :

Le dosage de certains mycotoxines telle que la zéaralénone par C.P.G a
cgalement fait I’objet de trés nombreuses recherches, la sensibilité de détection est de
I"ordre de 5 a 10 ug/kg. [4]

5 la chromatographie sur couche r’=»c CCM :

A Pheur actuelle Ja CCM est la plus employée, car elle peut dans certains cas
apporter une amélioration au niveau de la séparation et ainsi augmenter la sensibilité
de la détection, c’est la méthode qu’on a utilisé pour la réalisation de notre travail.






] et 1

[ — Matériel :

Mortier en céramique
Papier filtre
Eporouvette graduée

€
Colonne 2,4cm x 40cm
Entonnoir
Pipette
Erlen meyer
Balance de précision
Rotav or
Plaque de gel de silice ( G25)
Cuve pour ccm

Lampe u.va 365 om

Al

Chloroforme
Hexane

Ether de pétrole
Meéthanol
Acétone

Sulfate

Gel de ~" e
Eau distillée



Céréales (bl¢)

’
50g de grain broyé
25ml d’eau distillé
exwaction 200 0 7
agitation 30min a 1’agitateur
ﬁl‘tration sur filtre papier
ré!upérer 50ml de I’extrait chloroformique
— purificatic _ __rco.._ de silice
(‘Sf,NaQSOL; ; 10g silice , 10g NaHSQOy)
élimination des composés indésirables
purification (150ml : héxane ; puis 100ml d’éther)

ution de la toxn  par :
(1 lSOml des mélange chloroforme / méthanol (97/3)
L coTncen.traﬁon de extrait a 500ul
Sépar";tion par CCM

sgivant d’¢lution : chloroforme acétone 9 -1~

séparation le solvant de CCM c¢’est : éther + méthanol — eau
(9€,+4.5+1 S)ml

v
examen sous UV a 365 nm

Schéma de la méthode de dosage des mycotoxines : 76/372/CEE

29






Apres on passe au lavay enf = passer 100ml d’he~-~ et 100~ d’éther une fois
la colonne est préte, on verse notre extrait 50ml d’extrait chloroformique + 150ml de
melange chloroforme / méthanol 97/3v/v apres, [extrait est concentré par
¢vaporation, puis on ajoute un solvant d’élution 10ml de chloroforme /acetone (9 +1).

4- séparation : la chromatographie sur couche mince (ccm) est la plus utilisé a
"heure actuelle.

Lap'-que qu 1tient des muttes de 1’extrait est plor~3e dans la cuve contenant
" -r- méthanol — eau (94+ 4.5+1.5)

A.

La mugration du solvant est terminée, la plaque est retirée et s€chée, puis on passe
a la révélation sous la lampe u.v a 365 nm.

ivsncm G

plaque de silice _ —P

Taches bleus

> ® ") e 3 A

Figl2 :révélation sous UV a 365 nm















