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Introduction : 

La protection et la qualité des aliments constitue un grand pari sur le plan de 
la santé publique, et le en regard aux dangers des toxines alL"'< quelles le 
consommateur est exposé, dont les effets peuvent apparaître a moyen ou à long 
terme. En effet, les céréales constituent un aliment de base de notre société, ces 
produits alimentaires durant leurs phases de récolte, transport, stockage et 
transformation peuvent être infecter par des microorganismes divers surtout les 
m01s1ssures. 

Les genres et espèces composant la mycoflore des grains des céréales sont 
aujourd' hui rangés en trois grands groupes; une flore de champ qui rassemble les 
moisissures phytopathogène qui s ' implante sur le grain avant la récolte. 

Une flore de stockage essentiellement composée des genres aspergillus et 
pénicillium qui tolèrent des humidités beaucoup plus faibles et sont à l' origine de la 
plupart des accidents de conservation d'origine microbiologique. 

Une troisième catégorie de moisissures constitue la flore intermédiaire et 
regroupe des germes. 

Cette mycoflore des grains peut produire beaucoup de toxines. Ces derniers 
sont des substances organiques élaborées par des moisissures et présente une toxicité 
pour l' homme ou l' animal ; toutes les mycotoxines sont des métabolites secondaires 
dont la formation peut être rapportée à des étapes de la glucolyse et au cycle des 
acides tricaboxyliques. Le métabolite secondaire dépend de l' espèce considérée et 
très souvent de la souche, à titre indicatif (60o/o) des souches d' aspergillus flavus ne 
sont pas toxinogènes. (4] 

Ces mycotoxines sont rarement élaborée par des mycéliums en croissance 
active (trophophase), elles apparaissent le plus souvent pendant l' idiophase qui 
débute 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 mycotoxines dans 
les grains de blé moisie, il se divise en deux volets . 

1 ere volet est consacré à étude bibliographique sur les moisissures et leur 
mycotoxines. 

2t:me volet étude experimentale qui consiste à faire une extraction, 
purification, et identification par la technique de CCM (chromatographie en couche 
mince) , on termine par une conclusion générale. 





Chapitre 1 : Les moisissures 

!-Généralités : 

les moisissures sont des champignons, ces derniers sont des organismes 
eucaryotes, l 'hyphe est l'élément structural dont la paroi contient souvent de la chitne 
la croissance du filament (hyphe) est strictement apicale, elle est suivie d' tme 
ramification latérale qui conduit à la formation d'un mycélium ou thalle. 

Tous les champignons sont chimiohétérotrophes, leur source de carbone et 
d'énergie provient de molécules carbonées organiques, ces organismes peuvent 
souvent utiliser des polymères complexes grâce à des enzymes extracellulaires 
(hydrolases). [ 9] 

Les champignons peuvent adopter plusieurs modes de vie ( saprohyte, 
symbiose, parasite, ou mycorhize) ; le monde des champignons est divisé en plusieurs 
groupes à savoir ( myxomycets, oomycetes, zygomycetes, ascomycetes, 
basidomycetes). Les moisissures; ce terme n'a pas de signification systématique, il 
désigne tous les champignons microscopiques qui intéressent l'économie et 
l' environnement humains de façon bénéfique ou néfaste. 

2- Activité enzymatique: 

les moisissures sont agressives et dégradantes sous leurs forme mycélienne, 
mais la forme de spores est inoffensive , elles peuvent se disperser très largement et 
contaminer, ces spores peuvent rester inertes aussi long temps que l' environnement 
ne permet pas leur développement Donc la contamination par des spores ne cause 
pas de dégâts immédiat mais constituent un grand danger potentiel de la dégradation. 

Les moisissures puisent dans le substrat les aliments nécessaire à leur 
développement. Pour accomplir cette tâche, elles transforment et prédigerent, les 
aliments complexes qui les entourent en éléments plus simples, assimilables et 
transférables à travers leur paroi. Cette digestion s'effectue par production et 
émission d' enzymes (cellulases, lignonases, pectinases ect.. .) ou d' acides. Mais ce 
mode de digestion d'un coté est bénéfique pour la cellule fongique et d' un autre coté 
est néfaste pour le support, s' il s' agit d'un aliment, ce dernier sera avarié ou chargé 
de toxines. 

3- Croissance et développement: 

L' appareil végétatif des moisissures est composé de filaments appelés hyphes 
dans l' ensemble constitué le mycélium ~ ce dernier est parfois visibles sous fonne de 
petites taches colorées à la surface du substrat moisi. 

Les hyphes contiennent dans chaque compartiment un noyau, des mitochondries, des 
ribosomes, un appareil de Golgi et des vésicules qui sont souvent dérivées de 
l'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique qui apportent des hydrolases et 
des synthèses nécessaires à la croissance en longueur de hyphe l'accumulation apicale 
des vésicul·es implique une circulation acropéte du contenu cytoplasmique 
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Figure N°I : ultra structure- de- 1,. apex d:un hyphe en plein croîssance _ [7 ] 

Les produites cfu. métabolisme secondaire sont stockés en région. sub apicale, 
les plus connus de ces métabolites pigments ;les-antibiotiques,. les mycotosines _____ ___ _ _ 

Cependant,. la. croïssance ~un champïgnon suît Ies mêmes étapes de la 
cinéti@e de croissance d: lilI microorganisme à: savoir,.. 'phase de Iatense; phase 
exponentielle,. phase stationnaire et Ia:. phase de décliil;. on peut estii:ner Ia croissance 

'-' . ·r .,,,,. . ' · 

~une moisissure par là. cfétennmatïorr~ de r'Ymïté àe croissance d,. mieJrypfie q_uÏ est fe 
· rapport entre Ie Iongneui totale_ cfu -mycélium. et Ie nombre tatare' de branche,. ce 

rapport augmente de fuçon exponentielle fors de Ia germination et se stabilise ensuite 
pour donner lIDe courbe cara~stï~e pour une souche donnée_ 

4- La reproduction: 

. Après. un certairr temps de déveioppement,. Ies-- moïsïssures: comme tous les 
champignons et autres êtres vivants, doivent se reproduire,. pills: se propager pour 
aller coloniser cf autres substrats .. 

*Elles se multiplient par des spores,. minuscules vivantes d'origine sexuée etl ou 
asexuée. Ce sont des cellules des hydratées au métabolisrlle réduit, entourées de 
parois protectrices épaiSses qaï les isolent du. milieu ambiant Elles sont produits en 
très grand nombres,, elles peuvent survivTe très long temps .. C'est sous cette forme 
qu'elles sont dispersées puïs se déposent sur des supports nouvealL~ lorsque les 
conditions environnementales deviennent favorables, elles germent, _çQ.mme des 
grains et redonnent du mycélilllll qui produit à son tour, des spores .figure 2 

*Elles se multiplient par un cioison transversale de mycélium lui même , qui produite 
des spores selon des processus plus ou moîns différencies, elles peuvent êtres 
solitaires ou groupées en chaînes_ [10 J 
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5- Classification des moisissures : 

5-1 Les zygomycètes : 

ce groupe se devise en deux ordres : 

a- Mucorales : 

Ce sont des champignons filamentaux à mycélium souvent envahissant, 
non septé (siphoné) ou à cloisons formés exceptionnellement au niveau des organes 
reproducteurs ou lors de la différenciation de spores de résistance ( chlamydospores ). 

La reproduction asexuée s'effectue au moyen de spores immobiles formées 
généralement en grand nombre dans des sporocystes pour vus à l'intérieur d'une 
vésicule centrale ou columelle prolongeant le sporocytophore ( absidia, mucor, 
rhizopus), lui même parfois renflé en apophyse sous le sporocyste (absidia, rhizopus) 
figure~ · 

Selon les espèces, les sporocystophores présentent 4 modes de 
ramification: monopodique, sympodique, homothallique, verticillé.figure4 

La reproduction sexuée, homothallique ou hétérothallique, fait intervenir 
une fusion de deux gaméthocystes. Elles aboutit à la formation de zygospores à paroi 
épaisse, souvent ormomentée et de couleur foncée, portées par deux suspensions. 

Quatre genres : absidia, mucor, et rhizopus incluent la plupart des espaces 
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, pathogène pour les hémiptères, [ 7] 
5-2 Les ascomycètes: 

Ces champignons, à thalle filamenteux septés ou levuroïdes, présentent une 
structure caractéristique appelée asque, qui est un sporocyste formé au cours de la 
reproduction sexuée. Il peut être globuleux, cylindrique ou plus ou moins claviforme, 
avec une paroi simple ou doublé, la morphologie des ascospores, extrément van, 
elles peut être : 

- hyaline, vivement colorées, brum plus ou moins foncé. 

Globuleuses, elliptiques, cylindrique, vemùculaires. 

Uni cellulaires ; cloisonnées transversalement et longitudinalement. 

- Lisses ou ornementées. 

Les asques sont le plus squvent produits en grand nombre · dans des 
fiuctifications appelées ascocarpes dont on peut distinguer trois catégories : 

Les cléistotheques ~ les périthèces ; les apothécies. Figure 5 [ ~ ] 
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à coté de cette forme sexuée exogène, beaucoup d' ascomycètes se 
reproduisent par multiplication asexuée (conidies), tel que aspergillus et pénicillium. 

5-3 Les deuteromycetes : 

Ce groupe comprend tous les champignons qui ne produisent ni ascospores ni 
basidiospores et qui se multiplient au moyen de conidies. Ils sont unicellulaires 
(levures) ou à thalle fi.1amenteu septé. Les deuteromycétes se divisent en trois 
classes : 

- Blastomycetes : levures avec ou sans pseudomycelium. 

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

- Coelomycetes : conidies produites dans des pycnides ( sphaeropsidales) 
ou dans les acervules (mélanconiales),figure 6. [7] 

6 
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6- Conditions de pollution : 

Bien que les moisissures soient relativement peu exigeantes, un certain 
nombre de facteurs ; nutritif et environnementaux, doivent- être réunis pour qu' il 
y' est un développement, les principaux facteurs de développement sont : 

6-1- Eléments nutritifs : 

Les plus importants sont le carbone et l'azote, utilisé sous forme de composés 
organiques et des ions minéraux (K,P, Mg) en quantités très faibles . Certains 
produits, les acides aminés par exemple, peuvent pénétrer dans la cellule sans 
transformation tandis que d' autres tel que l'amidon, la cellulose, les proteins ... , 
doivent être transformés préalablement par le champignon avant d' être absorbés. 
Cette transformation nécessite, de la part de la moisissures un équipement 
enzymatique. Adapté, souvent caractéristique des espèces. [ 6 ] 

Un Trichoderma par exemple degarde la cellulose tandis qu' un : 
scopulariopsis sera plus actif sur un support de nature protéique. De toutes façons les 
quantités nécessaire et suffisantes au développement des moisissures sont 
extrêmement faibles . 

6-2 Température : 

La plupart des champignons, surtout les moisissures, sont mésophiles c'est à 
dire qu' ils se développent autour de 20-25C0 température moyenne habituelle des 
aires de stockage non climatisées sous les latitudes européennes, cependant il peut 
avoir des particularités pour certains espèces et e' est ainsi que l' on définit des 
températures cardinales que sont les température minimales optimales et maximales 
de croissance. 

Tableau I: Température de croissance des moisissures. [3J 
.......__ 

Mésophiles Themophiles Thermotolerants Psychrophjles 

Maximum <50C0 50C0 50C0 2oc0 

Minimum >0C0 2oc0 >0C0 

-----

Optimal 15 .30C0 35.40 

....___ 

6-3 Oxygène 02 : 

Les champignons sont des organismes aéro~ies, cependant, certains tolèrent 
des quantités relativement faibles d' oxygène et peuvent même se développer en 
anarobiose avec production d' ethano1 et d' acides organiques. Le métabolisme des 
champignons peut être modifie selon la teneur en oxygène environnement ; par 



exemple : la production de mycotoxine (patuline et acide pencillique ), décroît 
considérablement en conditions d'oxygénation faible. [15] 

6-4 potentiel hydrogène pH : 

Les champignons sont peu sensibles au pH du milieu, ils se développent 
entre 4,5 et 8 avec un optimum entre 5,5 et 7,5 certaines espèces aspergillus niger 
peuvent se développer jusqu'a 1,7 et 2, cette faculté de se développer en milieu acide 
permet de les séparer des bactéries pour l'isolement. (15] 
6.5 les facteurs de l'environnement: 

A la différence des substances nutritifs qui sont toujours beaucoup plus 
abondantes que ne le nécessite le développement des moisissures , les facteurs 
physiques de l'environnement (humidité, température oxygène) constituent un 
élément déterminant pour son initiation, parmi ceux-ci le plus important est 
l'humidité; car il a été montré qu'il existe une grand corrélation entre l'humidité du 
milieu et le développement des moisissures. [11 ] 

On point d'équilibre à la surface de ce dernier ou pourra se développer la 
moisissure (pour les aliments, cette valeur est définie comme l'activité de l'eau ou 
aw, elle est approximativement inverse de l'humidité relation) l'humidité relative 
minimum pour que commencent à se développer certains moisissures peu 
nombreuses, dites xérophiles, est de 65-70% ( eurotinium - aspergillus du groupes 
glaucus). Au fur et à mesure que l'humidité augmente ils s'installent des moisissures 
différentes, de plus en plus nombreuses vers 80-90%. Ainsi selon l'espèce identifiée 
sur un substrat on peut approximativement définir l'humidité relative de celui-ci la 
seul façon d'éviter le développement de contaminant fongiques est donc bien de 
maintenir une hygrométrie faible dans l'environnement. 
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Chapitre II : Métabolites secondaires : 

Le champignon durant sa croissance active, il produit des métabolites 
primaires qui sont indispensable à la croissance du mycélium, cependant quand le 
champignon se trouve dans les conditions de croissance défavorable, les molécules 
du métabolisme secondaire vont être convertie a des molécule plus complexe qui 
constituent les produits du métabolisme secondaire, ces derniers peuvent être des 
toxines , antibiotiques arômes, etc ..... 

1- Antibiotiques : 

1-1 Pénicillines : les pénicillines naturelles sont produits par 
pénicillium chrysogenum. Les rendements actuels sont supergillus sont capables de 
synthétiser également cette molécule mais sans atteindre les résultats obtenus avec 
les pénicillium.. 

1-2 Céphalosporines : industriellement, la céphalosporine est produit 
par cephalosporium acremonium. 

1-3 Griséofulvine : la griséofulvine est active surtout contre les 
dermatophytes. Elle est produite par pénicillium griséofulvum 

1-4 Acide fusidique l'acide fusidique est active contre diverses 
bactéries gram+ l'organisme producteur est fusidium coccineum. 

1-5 Fumagilline : cet amoebicide est synthèse par certaines souches 
de pénicillium jensenni et de pénicillium nigricans 

1-6 Siccanine : l'utilisation de cet antifongique, produit par 
helminthosporium siccans se rencontre principalement sur dermatomyces animales. 

1-7 Variotine: la variotine est un dérivé d'acides gras. Cet 
antifongique est produit par paecilomyces variotti. 

1-8 Acide aspergillique : cet antibiotique ~ actif contre les bactéries 
gram+ . est synthétisé par produit par aspergillusjlavus. 

2- Les arômes : 

Plusieurs m01s1ssures tel que pénicillium roquefortii, ceratocystis 
moniliformis. 

3- Mycotoxines : 

Les mycotoxines sont des produits du métabolisme secondaire, 
élaborés par une grande variété de moisissures, se développent sur différent types 
d' aliment bruts (céréales) fruits) ou transformés, et dans des situations écologique 
très diverses, elles constituent un groupe de substances toxiques présentant 
notamment des activités mutagène cancérogènes, tératogènes, immunotoxinogénes, 
et estrogènes, elles affectent les animaux d'élevage consommant les aliments bruts 
contaminés, du fait de leur transfert dans la chaîne alimentaire, et de leur grande 
stabilité thermique ~ elles COJ!Stituent un danger pour la santé de l'homme. Des 



études épidémiologiques at:estent d' un nsque élevé pour certains populations 
particulièrement exposés . [ 4 ] 

3-1 Classification : il y a 7 classes des mycotoxines selon leur importance : 

3-1-1 Aflatoxines : 

Produites par différentes espèces d 'aspergillus lors de conditions 
postrecolte défectueuses, mais également durent la croissance des végétaux ; les 
arachides, les grains de conton ; les cérales, les noix (coprah , pistaches )et certains 
figues, sont particulièrement affectés ; ces mycotoxines possèdent une activité 
mutagène et cancérigène chez l' homme (foie) . 

Ces toxines existent sous forme de mélanges des aflatoxines : B 1, B2 
G1 et G2 , parmi ces molécules: L'aflatoxine B1 est le plus cancérogène , 
!'aflatoxine M1 (M1 métabolite de B1) et G 1 sont aussi cancérigènes mais, avec une 
faible potentialité. [2] 

3-1-2 Ochrotioxine : 

Elle est produit par certaines espèces de pénicillium sous les climats 
tempérés et froids : les céréales et les produits dérivés constituent le principal 
vecteur (50o/o); des abats; principalement, du porc, constituant une autre source de 
contamination; il s'agit d'une substance mutagène et cancérogène pour l'homme . 

3-1-3 Patuline : 

Cette substance est découverte en 1940 chez aspergillus, pénicillium e, 
particulier aspergillus clavatuset et pénicillium expansum; un contaminant très 
fréquent des pommes, le jus de pomme et le cidre sont des principeaux vecteurs ; sa 
stabilité à la température et a l'acidité étant très grande ; la génotoxicité de la 
patuline n'est pas entièrement avérée, nom plus que sa cancérogénicité chez 
l' animal, on peut aussi considérer la patuline comme anti bactérie gram 
positifetrègatif. [3 ] 

3-1-4 fumonisines : 

ce groupe de mycotoxine récemment caractérisé chez quelques espèces 
de FUSARIUM infectant les cultures de céréales dans des conditions climatiqnes 
particuliers ; la fumonisine B1 est la plus abondante dans les aliments dérivés des 
destines au bétail et à l'homme. Elle est faiblement absorbée chez l'animal et ne 
donne pas lieu à des résid~s en quantité singnificative dans les denrées animales ; 
elle produit une large gamme d'effets toxiques chez l' animal (en céphalite chez le 
cheval, oedéne pulmonaire chez le porc, nephrotoxicite et cancer du foie chez le 
rat), et les études épidémiologiques ont montré une association avec certaincancers 
( œsophage en Afrique du sud, foie en chine) les fumonisines sont classées 
cancérogène potentiels pour l' homme. 
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3-1-5 Zéaralenone : 

est une mycotoxine produit par le nombreux FUSARJUM contaminant 
les céréales, et principalement le maïs, essentiellement en post récolte au cours de la 
conservation des grains ; très faiblement toxique, elle est cependant cause 
d'infertilité est de différents desodres chez le porc et le mouton, associés a ses 
propriétés est ergonomique. Le transfert dans le lait est négligeable, de même que 
la présence dans la viande ou les œufs. 

3-1-6 T richotécénes : 

Constituent un groupe de metabd1tes secondaires issus de nombreuses 
espèces de FUSARIUM se développent sur les épis de céréales dans certains 
conditions atmosphériques (froid et humidité). Il sont retrouvés dans une proportion 
importante ( 50o/o) de grains; le trichotécénes ont été a l'origine 
d'empoisonnements graves d'animaux et d'hommes. 

3-1-7 Cetrinine 

C'est un produit de métabolisme pour pénicillium et aspergillus on 
particulier pénicillium citrinim infectant le riz et l'orge moisi. (3 ] 

3-2 : La nature et la propriété chimique des mycotoxine: 

3-2-1 L 'aflatoxine : 

Bien que 17 composés tous dénommés aflatoxines, aient été isolés, les terme 
«aflatoxines» s'entend usuellement de 4 composés B1 ,B2, G1, G2 les aflatoxines sont 
des dérivés de Di-furano - coumarine, ils se distinguent les uns des autres par la 
couleur de leur fluorescence. 

Les aflatoxines sont très solubles dans les solvants modérément polaires 
comme chloroforme, méthanol et surtout di-methyl-sulfoxy (leur hydrosolubilité va 
de l 0 à 20 mg/l) et non solubles dans l'eau. 

Exposées à un rayonnement ultra- violet dans la région des grandes longueurs 
d' ondes, l' aflatoxine B sont bleus et l' alflatoxine G sont vert , le maximum des 
spectre d'absorption des rayonnement est de 223 nm pour aftatoxine G2. [12] 

a l'état pur, les aflatoxines sont très stablesà haute température dans l' air­
mais dans un solvant polaire elles deviennent relativement instables par exposition à 
la lumière. Dans l'obscurité et au froid les solutions chloroformiques et benzéniques 
se conservent pendant des années. 

Les aflatoxines M 1 et M2 sont métabolites hydroxylés des B1 , B2 , et les aflatoxines 
B2, G2 sont des dérivés dihydro des substances mères.[5] 
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3-2-2 Ochratoxine : 

On sait que l'ochratoxine produite par pénicillium viridicatum . 

L' ochratoxine possed deux noyau phenyle alanine et iso coumarine ; et le 
plus toxique c'est l'ochratoxine A, il s'agit d'une substance cristal non colorée à la 
lumière naturel, et donne des noymLx bleus sous U.V, en plus, sel de l'ochratoxine 
est dilué dans l'eau, et par l'hydrolyse acide, et donne phenyl alanine et acide 
l' actique. Lumineusement est efficace, c'est l' ochratoxine. L' achratoxine contenir 
une chaone de sept dérivé de iso coumarinique liée à un groupe d' am.ille : L.B 
phenyl- alanine. [13 ] · 
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• Ochratoxine A : R = H 
R'=Cl 

• Ochratoxine B : R = H 
R'=H 

• Ochratoxine a : R = C2Hs 
, R'= Cl 

.o Ester methylique de l' Ochratoxine A : R = CH3 

R'= Cl . 

COOR 

1 
C6H3CH1CH - NH - CO 

I 
l 

,/ 

• Ester Methylique de l' Ochratoxine B : R = CH30HC2H5 

R'=H 

Fig8=LA STRUCTURE CHIMIQUE DES OCHRA TOXINE$ ( 8) 
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3- -3 Aspeets pathologiques des mycotoxines : 

Les mycotoxines sont des polluant dans les denrées allinentaires, ce sont des 
composées chimiques d' origine fongiques, possédant des effets toxiques sur 
l' homme; l'animal et les plantes. 

· On classe les effets toxiques des mycotoxines en trois classes ; effets 
mutagènes ; effets cancérogène ; effets tératogènes. 

Le tableau suivent nous donne les différents types de mycoto·<ines et les 
moisissures responsables de leur production. [ 1] 
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Tableau N°1t: Récapitulation des mycotoxines produites pas les moisissures : [ 8] 

Mycotoxines Moisissures responsables Substrat habituel Syndromes caractéristique 

Evgotamine Claviceps puspurea Seigle Gangrene des extremités 

Aflatoxines Aspergillus flavus Arachides Syndromes hépatique 

a. parasiticus Céreales Hepatomes 

Oclu-atoxines a.ochraceus Maïs, orge Syndrome hepato et 
néphoratoxique 

Pénicillium vfridicatum 

Zéaralenine Fusarium graminearum Maïs, foins, aliments Syndromes oestrogeniques 
f'>:-.. 
~ 

Citrinine Pénicillium citrinum Age ; seigle, avoine Syndrome néphrétique 

Patuline p. clavatus Pomme, sol Syndrome cutané 

p. expansum Fus de pomme Cancérigène 

p. polulum Blé , paille 

Sporidesmine p. thomyces chrutarnm Herbe Eczena par 
photosensibilisation 

Trichothécéne Fusarium tricinctum Cereals Leucopenie 
' . 



3-4 ~létabolisme des mycotoxines : 

3-4-1 métabolisme d'aflatoxine: 

Durant le passage d'aflatoxine B1 dans le tube digestive, elle sera dirigée 
principalement vers le foie ou elle subit des transformations métaboliques cette 
observation à été confirmé pardesessais qùi appliqué sur les animaux (souris, porcs) 
et qui ont soumise sous un régime alimentaires spéciale contenant des mycotoxines. 

Ce métabolite est il susceptible d'être toxique par conjugaison avec les acides 
tourocholique glucuronique avant d'être excrété dans la bile ou dans l'urine, a cet 
égard deux métabolites récemment découvert l'aflatoxine P1 et !'aflatoxine q1. [5 ] 

La conversion ou niveau du foie de !'aflatoxine B1 contrairement aux autres 
bio transformations que catalysent des enzymes microsomiales du foie , elle exige 
l'intervention d'une des hydrogenase cytoplasmique NADH, dépendante de plus, la 
formation d' aflatoxical peut être inhibée par des hormones génitales 1 7 céto­
steroides. 

Les homogénayts hépatiques de certaines espèces d'oiseaux et de mangeurs 
sont des agents aflatoxines G1 en leurs dériués hydroxy -2 et dihydro-2-3, on 
hémiacetals. 

A également dénommée aflatoxines B2a et G2a ces métabolites se lient 
forment aux proteines et après formation in vivo, sont protablement assez reactifs 
pour induire les effets aigus de l'intoxication aflatoxinique [14] jusqu'à présent, seuls 
ont été observés des signes indirects de la formation des epoxydes aflatoxines B 1 et 
aflatoxins mais il s'agit probablement de la forme la plus importante d'activation 
métabolique, par incubation de l'une ou l'autre des toxines mères avec les 
micronomes hépatique de nombreuses espèces animales, y compris l' homme, il se 
forme un métabolite dont l'existence paraît éphémère, qui est fortement réactif, 
s' associe à l' ADN par covalence et induit une mutation bactérienne dans un second 
système d' épreuve in vitro. [20] Aflatoxicol 7 7 Aflatoxicol H ; 
-~atoxicol 1Vl1 \ _. _. 

• tl 
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i P.Jlatoxine P 1 
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T 

Protéine 

T 

R Jse de schiff 
Fig 10 :metabolJ.sme hepatique de !' aflatoxine B l [5] 
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3-4-t Métabolisme des ochratoxines : 

Dans une étude menée sur des rats exposés par gavage à une dose unique 
d·ochratoxine A de lümglkg p.c [gallier 1974] a trouvé que la concentration 
d'ochratoxine A inaltérée etait maximale dans la paroi gastrique pendant les 4 
premières heurs suivant d'administration. 

L'intestin grêle les gros intestin et le caecum contenaient des faibL: s doses 
principalement au niveau del' estomac. Dans le caecum et le gros intestin n'en ont été 
décelées que, de petites quantités ( 1. 3% de la dose totale) sous forme de Io. fraction 
isocoumarinique ( ochratoxWec() ; très probablement par suite de l'action hydrolysante 
de la microflore intestinale. [ 14 J 

Menant des études invitro, [Pitout 1969] a montré que l' ochratoxine a peut 
également résulter de l' hydrolyse de l' ochratoxine A par la carboxy petidase A et 1 a 
- chymotrypsine. 

Les concentration ma"illnales ayant été observées (jusqu'à 67 ~'i'g) dans 
des tissus rénaux, au cours d'études expérimentales sur des porcs dont la nourriture 
était additionnée d' ochratoxine A, des résidus ont été de dosés dans 4 tissus 2.nalysés, 
en concentration décroissante; dans l'ordre suivante: tissu rénal , hepatique, 
musculaire , adipeux. 

Des études faites in vitro ont montre que l' ochratoxine A. se lie à r ;,lbumine. 
sérique [chu 1971]. Cette liaison a été également onservée au cours d' éh1des menées 
in vivo sur des rats. [20] 

De l'ochratoxine à été décelée dans l'urine et ces fêces des rats aux quels 
avait été injectée par vois intra-peritone de l'hochratoxine , ce qui montre que dans 
ces conditions, l'hochrtoxine A se scinde en ochratoxine a et phénylalanine. Des 
études menées au moyen d' ochratoxine A marquée au 14C ont montré que dans 
l'organisme se forment également d' autres métaholites, mais celL\'..-ci n ' ont p?.s encore 
été identifiés. 

4 :Vléthodes de recherche et dosage des mycotoxines : 

~-1 RIDA Biopharm : 

purification par immuno-affinité des aflatoxines, l'extraction est réalisé par 
méthanol/ éau (80/20) ou chloroforme ou acétonitrite/ eau. La purification est faite 
sur colonne avec gel + anticorps monoclonalLx et l' élution par le méthanol (qui 
dénature les antico11Js). [18] 

4-2 Immudot screen cup aflatoxine (idosc) : 

existe pour les aflatoxines B1, B2 et G1 il est réalisé sur filtre par cornpétirion . 
On utilise une toxine marquée par la perxydase (HRP). La sensibilité est de 20ng/g. le 
test agriscreen aflatoxine B 1 (neogen) permet le dosage de ce composé en tube par 
compétition. Les cartes easycreen pour les aflatoxines ; 1 ' ocbratoxine : la to'\ine T:~ : 
la zéaralénone (Rp diag : Ehône poulenc) pennettent la détection qualirative de 
rnycotoxines et d'antibiotiques à l'aide de microplaque et d ' une technique « sand 
wich ».[ 18] 



3 chromatographie liquide haute performance (HPLC) : 

le principe de l'HPLC se résume comrn.e suite on prend un l'echantillon de 
30 kg et on le divise en trois echantillons, chacun de 1 Okg, et chaque echantillon est 
broyé en la présence de 1.5 fois du poid d'eau et chloroforme de sodium par broyage 
industrielle durant de 30 minutes pour obtenir un mélange homogène. Et l'analyse se 
fait sur le pistache et on extrait 63.5g de mélange et qui égal 25g de pistache et par la 
présence de mélange méthanol-eau (80/20) et héxane alors la purification sur colonne 
immune-affinité se fait avant la neutralisation par LHPC . . 

Actuellement l 'HPLC est très utile 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 à 
également fait l'objet de très nombreuses recherches, la sensibilité de détection est de 
rordre de 5 à 10 ug/kg. [4] 

5 la chromatographie sur couche minec CCl\'1 : 

A l'heur actuelle la 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. 





Matériel et méthodes: 

I - Matériel : 

- Mortier en céramique 

- Papier filtre 

- Eporouvette graduée 

- Agitateur magnétique 

- Colonne 2,4cm x 40cm 

- Entonnoir 

- Pipette 

- Erlen meyer 

- Balance de précision 

- Rotavapor 

- Plaque de gel de silice ( G25 ) 

- Cuve pour ccm 

- Lampe u.v à 365 nm 

J4. Solvants et sels 

- Chloroforme 

- Hexane 

- Ether de pétrole 

- Méthanol 

- Acétone 

- Sulfate 

- Gel de silice 

- Eau distillée 



exrraction 

purification 

séparation 

Ctréales (bl~) 

50g de grain broyé 

25ml d' eau distillé 

250ml de chloroforme 

• attation 3 Omin à l'agitateur 

filtration sur filtre papier 
1 

ré!upérer 50ml de l' extrait chloroformique 

• - purification sur colonne de silice 

\5f Na2S04; lûg silice , lüg NaHS04) 

élimination des composés indésirables 

(150ml: héxane; puis lOOml d' éther) 

• élution de la toxine par : 

(150ml des mélange chloroforme / méthanol (97/3) 

• concentration de l'extrait à 500ul 

1 sépar~tion par CCM • solvant d 0 élution : chloroforme acétone 9 + l ml 

le rolvant de CCM c' est : éther + méthanol -'- eau 

(94+4.5+ l.5)ml 

• examen sous UV à 365 nm 

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



II- Méthodes : 

1- échantillonnage : c'est une étape essentielle dans le dosage des mycotoxines 
compte tenu de la très forte hétérogénéité de répartition des toxines dans un lot 
de grains, notre échantillon est prélevé sur un lot de grains de blé importé au 
niveau du port DJEN DJEN. 

2- extraction : les mycotoxines sont toutes solubles dans les solvants organiques 
tel que le méthanol, le chloroforme, dichlorométhane, l' acetonitrile , il est 
nécessaire de travailler en présence de l' eau sur du grain préalablement broyé, 
pour cela 50g de l'échantillon de blé moisi sont broyés par addition de 25ml 
d' eau distillée et on mélange pour obtenir une suspension homogène, on ajoute 
250ml de chloroforme puis on agite pendant 30 minutes par un agitateur 
magnétique, puis on filtre le mélange, on met le filtrat dans une éprouvette 
graduée. 

3- Purification: elles consiste à faire éliminer diverses impuretés , lipides, 
pigments et autres composés organiques extraites en même temps que les 
toxines ; par passage sur colonne de gel de silice correctement activés et 
hydratés il s' agit d'une colonne en verre 2.4cm x 40cm(figll ) rempli de 
chloroforme jusqu'à 20cm de hauteur on ajoute 5g de sulfate de sodium, d' un 
autre coté on fait la dissolution de 15g de gel de silice dans le chloroforme 
jusqu'à obtention d'une suspension transparente qu'on verse dans la colonne, 
on la laisse au repos pendant une heur, puis on ajoute 15g de Naso4 . 

Extrait 
chlorophormaque 

Colonne 

Gel de silice 

Toxine avec chlorophome 

Fig 11 : colonne de purification 
., -



Apres on passe au lavage en faisant passer IOOml d'hexane et IOOml d' éther une fois 
la colonne est prête, on verse notre extrait 50ml d' extrait chloroformique + 150ml de 
mélange chloroforme / méthanol 97 /3v/v après, l'extrait est concentré par 
évaporation, puis on ajoute un solvant d' élution 1 Oml de chloroforme /acetone (9 + 1 ). 

4- séparation : la chromatographie sur couche mince ( ccm) est la plus utilisé à 
l'heure actuelle. 

La plaque qui contient des gouttes de l' extrait est plongée dans la cuve contenant 
ether- méthanol - eau (94+ 4.5+ 1.5) 

La migration du solvant est terminée, la plaque est retirée et séchée, puis on passe 
à la révélation sous la lampe u.v à 365 nm. 

Lampe UV à 365 nm 

-
~ 

plaque de silice 

Taches bleus .. • • • • ~e 

- ... • .. • î 

Fig12 :révélation sous UV à 365 nm 



Résultats et discussion : 

Parmi les familles et genres des moisissures cités en bibliographie certains 
ont une importance toute particulière en ce qui concerne les grains de blé et produits 
dérivés en raison des altérations qu'ils peuvent occasionner durant le stockage et les 
différents opérations de transformation. 

Un genre regroupe toujours des espèces ayant des comportements 
écologiques différents et des exigences hydrothermiques particulières. a titre indicatif 
on définit par exemple des espèces thermophiles comme aspergillus funigotus ou 
aspergillus candidus dont la mise en évidence est très souvent caractéristique de 
grains ayant subi un échauffement important au stockage, avec tout ce que cela 
suppose au niveau des qualités technologiques des produits. 

Nous tenons de souligner, que l'interprétation qualitative des résultats 
obtenus est très délicate, car un lot pouvant être entièrement mais faiblement 
contaminé par une espèce, ce qui sera sans conséquence technologique, alors qu' un 
autre ne contenant que quelques grains contaminés mais cette fois de manière très 
intense pourra être d'une qualité très médiocre. Dans notre cas nous avons analysé un 
échantiilon prélevé sur un lot de grain moisie après l' extraction, purification et 
révélation sous la lampe UV à 365 nm. On a des taches bleues qui indique selon des 
auteurs la présence d' aflatoxine ; ensuite la pulvérisation d'un mélange méthanol / 
acide sulfurique 50/25 sur la plaque, la coloration bleu vire au jaune ce qui confirme 
la présence d'aflatoxine B1 .Par ailleurs ;il est necèssaire d'utiliser une solution étalon 
chose qu'on ·Pas fai't ca.r n'a vous pu avoir cette solution. 

Il s'agit bien la d'un essai de recherche des mycotoxines dans les grains de 
blé, les résultats obtenus sont intéressants pour élargir cette méthode de dosage sur un 
lot important, il convient de donner une grande importance à l' étape 
d'échantillonnage. Compte-tenu de la très forte hétérogénéité de répartition des 
toxines dans un lot de grains. 
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Conclusion générale : 

Actuellement et conformément aux règles de l'économie du marché ou la 
concurrence et la qualité du produit sont les facteurs essentiels de réussite, la 
sauvegarde et la préservation de la qualité d'un produit alimentaire nécessite 
beaucoup de vegilence à tout les niveaux de production à cause des multiples 
risques aux quels est exposé la santé du consommateur. 

Cependant, la recherche des mycotoxines dans un produit de première 
nécessite tels que les céréales, présente beaucoup d'intérêts car: d'une part, il s ' agit 
d' un produit difficile à désinfecté ou a ennbollé et il est soumit à diverses 
manutentions et stockages; d'autre part c'est un produit de large consommation en 
cas d' intoxication, la naitrise de la situation est difficile. 

D ' après notre recherche bibliographique, les miôoorganismes susceptibles de 
provoquer des problèmes de toxicité dans les grains de blé et produits dérivé sont des 
moisissures des genres aspergillus et pénicillium qui constituent essentiellement la 
mycoflore de stockage, par leur tolérance des humidités fa.Ibles les mycotoxines 
produites par ces moisissures sont essentiellement les aflatoxines ; pour cela parait 
!lécessaire d'identifier les espèces présents dans l'échantillon pour orienter la 
recherche au dosage des mycotoxines ayant par être formées. 

A la lumière des résultats et discussion on peut conclure que l'échantillon de 
blé objet de notre analyse contient des mycotoxines et particulièrement 

!' aflatoxine B1. 

Nous tenons de prec1ser que la fiabilité des résultats de dos~ des 
mycotoxines dépend étroitement de la méthode d'échantillonnage ; pour cela on 
propose : 

- d'effecteur au hasard le prélèvement d'un grand nombre d'échantillon 
élémentaires que l'on mélange ensuite. 

- D'augmenter la taille de l'échantillon analysé. 

- De réaliser plusieurs analyses élémentaires sur un échantillon de 
plusieurs kilogramme. 

Si nos résultats ne prêtent à aucune équivoque, nous ne pouvons qu ' es 
perer que cet essai puisse servir dans la pratique de la manière la plus 
harmonieuse possible, nous esparons avoir apporté une contribution non 
sans interet. 
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Mycotoxines are substance~ pollutants of produces thern food that are th..: clil.'.1r :icai 

compounds produccd by mushrooms during reactions of the seconda':' · m:..'tah()h~n~. 
the scientific rescan.:h presented in the b1bliot.1Taphic pa11, show th:- p -:) 1 ~·Jn ~ •l'.S e ltc> ct ~ 

of mycotoxines on the man. animais and plants. 

wc tried 1o achi~Yc î~ntat Ï\ï:'. survcy for the extraction of thcsc substance~ or a Pmld~ 

whcat . And it by th-:.> t! ~ ;2 of the CCM then The revelation under UV: '"è ~rn 2 blu-: 
c cdcwa~i 0n tk H inch:;itès !he pre::-encc of 8 <1fÏMo\'.Î!;t' . thc rë'iè.1r-:' mi ] ~ç\\ ·:; prnciuced 
toxins in whè~!l . 
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' \ Résumé: 
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Les mycotoxines sont de" suhsrances polluants des produit alimernaire et? s0rn de' 
composés chimiq ue3 produits par les champi!:-111ons durarrt ks r~act ion : . du 
métabolisme secondaire : lt's recherches scientifiques présè'nté dans Îé.l 1~a 1·tii: 

bibliographique , montr-~nt 1es eftèts toxiques des mycotoxines sur rl1üm11h: _ Ïè.s 
animaLL'\. et les végétaux. 

nous avons essnyé de rcaliscr éfudc expérimentale pour rextrnction de ces 
substances d·un bk n-1oisi. Et cela par !"utilisation de la CCf\·1 pui :' La rè\élation sous 
UV : nous avon:-; ob1enu une coloration bieue qui inàique i;i pré:-:;em.:e craf1am\:mè B. 
donc les moisissure~~ orn produit de toxines dans le blé . 
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