REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
UNIVERSITE MOHAMED BOUDIAF - M’SILA

FACULTE DE SCIENCE ] DOMAINE : SCIENCE DE LA NATURE
DEPARTEMENT MICROBIOLOGIE ET ET DE LA VIE
BIOCHIMIE =T FILIERE : SCIENCE BIOLOGIQUE

OPTION : MECROBIOLOGIE
APPLIOUEE

Memoire présenté pour I’obtention
Du diplome de Master Académique

Par : Ketfi chérif Zina

Rahmouni Ibtissem

Intitulé

Méthodes de détection des Toxines Fongiques
dans quelques produits alimentaires

Soutenu devant le jury composé de :
Président: Dr. Hendel Noui Université M’sila
Encadreur: Dr. Selloum Mounir Université M’sila

Examinateur: Dr. Boubekeur Hafsa Université M’sila

Année universitaire : 2021 /2022




Remerciements

Nous tenons tout d’abord a remercier Dieu tout Puissant et miséricordieux,

qui nous a donné la force et la Paticncc de réussir a réaliser ce travail.

Nos Profonds remerciements et notre gratitudc s’adressent a notre encadreur

Monsieur 5cuoum Mounir pour sa Précicusc aide et ses orientations.

Nous tenons aussi a remercier monsieur le chef du déPartcmcnt de
microbio]ogic et biochimie 3 P(_niversité de M'sila ainsi que tout le Pcrsonnc]

etles cnscfgnants du départcmcnt pour leur soutien inestimable.

T ous nos remerciements a tous ceux c]ui nous ont encouragés et qui ont

contribués a la réalisation de ce travail, de Pré:s ou de loin.



Dédicace

9e dédie ce travail

A celui qui a mis mes pas sur le droit cﬁemin, 4 celui qui m'a dové
q [ )

[amour. . .ma mére la source de la fendresse

-, -’ 1] ’ - -, \
.l A celui quima dormé [ COUrage .... mon pere, que Dieu le pmfe e
* A mes chéres seurs . ... ... .. /Jaw leurs encaumyemenfy
ﬁermanenfy, et leur soutien moral........ Iméne, Iehlasse,
Hoanane, Hiba
A mon frére Jorahim

A mon amie Amina et Sarra

A mes étudionts Linvisibilits de toutes les wilayas d' Fl@éﬁe
A tous ceux qui m ont apfris une lettre ........ Mes ﬁmﬁﬂeuﬂ

A tous les moments difficiles qui m ont cﬁm/ye’ four le mieuyx f
mont éeaucaup apporté

A moi-méme 4;w' ma encwmyé ma@m’ tous les obstacles et m'a

fait aspirer au meilleur

ZAna



9e dédie ce mémoire

A mes trés chers ﬁmﬂem‘yﬂrﬁce 4 leurs tendpes

[ encouragements et leurs sacrifices.

A mon homme c/m'ﬂ foy’amﬂy 4 mes cotés........ ,

qu “Allah le piﬂoz‘é e,
A mes chéres sceur Iméne ef Sara,
Mes tantes et leurs enfants

Meyﬂmm&ﬁmﬂenﬁ' et & toute ma famille et tous coux

c;m’ me sont cher.

Thtissem



Sommaire

Remerciements
Dédicaces

Résumé

Liste des abréviations
Liste des figures

Liste des tableaux

o oo (ULt (o] o PSPPSR 1
Chapitre 1: Les champignons et les mycotoxines

1. Les champignons producteurs des toxines

L GBNBIAIITES. ... ettt e aa e 3
1.2. Principales moiSisSUres tOXINOGENES ..........euinrit it ettt et et e 4
1.2.1.Genre PeniCllIUm ... 4
1.2.2.Genre ASPergillus ... 5
1.2.3.GENIE FUSAITUM ..ottt e e e e et e et et e e e eee e aeeaas 5
1.2.4.GeNre ARBIMEIAT ...t e e 6
1 2.5, GNIE ClaAVICEPS ..ttt ettt e e 7
2. Les mycotoxines

2.1. GEnéralités sur 1eS MYCOIOXINES ... ...ouieie i e e e 7
2.2. Les Principales MYCOtOXINES ........ueinit ettt e et ee e e eaees 8
2.2. 1 ATTALIOXINES . ...t 8
2.2.2. OCNIAIOXINE A ..ot 9
2.2.3.Z88ral0NONE ...\t 10
2.2, 4. THICNOINECRNES. ... .t 10
2. 2. Gt L.ttt 11
2.2.8. FUMONISINES. . ..ottt ettt ettt e et e et e et e e e e e et ea e et e a e e 11
2.2. 7. Lapatuling ... ..o, 12
2.2.8. AULIES MYCOTOXINES ... ettt et ettt et ettt et ettt et e e et e e et et e e e e e e e nenaas 12
2.3. Les voies de la biosynthése des MyCOtOXINES. ........c.oviiriir i e 13
2.4. Les Conditions de production des tOXINES. ..........ooviriiriirit e, 14

241 ACHVIEE A€ QAU .ottt e e 15



2.4, 2. LaTeMPEIALUIE .. .ottt e e e e e 15

2.8, 3 L PH L 16
2.4.4. Présence A OXY OO, ... euuutnt ettt et ettt et et e et et et et et 16
A T - B N {0 =T - P 16
2.4.6.La Nature de SUDSTIAL ... 16
2.4.7.Les Interactions MICIODIENNES. ... .. ..iui i e eee e e nes 17
2.5.LeS Effets desS MYCOtOXINGES. .. .. uie ittt ettt et et e e e e e 17
3. Lesaliments touchés par les champignons producteur des toxines

3.1.Conditions de contamination ............o.iuieirinie e 18
3.2.Les principales denrées CONCEIMEBES .......o.iuiiriie et e ee e 19
3L 2.0 LS CAIBAIRS ...ttt 19
3.2.2.LeS frUuits €L IBQUIMES ... oot e, 19
3.2.3.LeS ProduitS TAITIEIS .. .. ettt e 20
1A 1T e) (< Feg 1 o] b G SN 20
3.2.5.Laviande et les CharCUteries. ... ......oouiiiii e e 20
3. 2.6, FIHEIE VItICOLE. .. v ettt e e e e, 20

Chapitre 2: Méthodes de détection des mycotoxines

1. Identification des mycotoxines

1.1. Les méthodes de détection des MYCOLOXINES .......c..ccvevvieiuieiiieeitieieeeeie et 22
1.1.1. Chromatographie liquide sur couche mince (CCM).........ccovieriieieiieieeieceee e 23
1.1.2. La chromatographie liquide & haute performance (HPLC)...........ccceoveieieievieieceeeeeee 24
1.1.3. Chromatographie en phase gazeuse (CPG) .......c.ccovevuieiieieieeieceeee e 25
LA ELISA .ottt ettt b ettt b b se et e bttt et eseebeseneenenas 26
1.2. Méthodes d’analyse de quelques MYCOtOXINES. ........cccvieruieriiieriieeiieriieeieeieeeeeeeeesieeeiee e e 27
1.2, 1. ATTAIOXING. .....eiiiieiieeieeee ettt ettt et et esse et e e se e beenseesaesseenseeneesseenseennens 27
1.2.2. OCRIEIOXING A oottt ettt e ae et e se st e et e st e s seebesse e st entensensensensenees 28
1.2.3. L8 ZBAFAIENONE........eetiieiieiieieeitete ettt ettt ettt s bbbt es et se et ebe s neens 28
1.2.4, La fUMONISING. ..cuieiieiieeiiett ettt ettt e e e s st ebeesaesseenseenaenseeseenseeneennas 28
12,5, LA PAIUIIN. ...ttt ettt ettt e e e b e e aa e e abeeeaaeeateeseeeaseereeenres 28
CONCIUSION. .. e e e e e 29

Réferences bibliographiques



RESUME

Méthodes de détection des mycotoxines dans quelques produits alimentaires

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits par certains champignons lorsqu'ils se
développent dans un environnement qui leur est favorable, et la plupart d'entre eux sont toxiques
pour les organismes vivants (animaux, humains) car liés a leur nutrition. Les moisissures qui
peuvent produire des toxines se développent sur de nombreuses denrées alimentaires tels que les

céréales et les fruits secs .

Les mycotoxines les plus courantes sont : I'aflatoxine, I'ochratoxine A, la patuline, la fumonisine
et la zéaralénone. Ces toxines provoquent des maladies graves a de trés faibles concentrations.
Ainsi, de nombreuses méthodes d'analyses quantitatives et qualitatives sont utilisées pour détecter
ces toxines et déterminer leur quantité dans différentes denrées alimentaires, notamment : les
méthodes physico-chimiques (chromatographie sur couche mince (CCM), chromatographie en
phase gazeuse (CPG), chromatographie liquide a haute résolution (HPLC)) ainsi que les méthodes
immunologiques rapides (ELISA), ou ces méthodes sont liées a plusieurs techniques de détection,

notamment : la fluorométrie, la spectrométrie de masse et la spectroscopie d'absorption.

Par conséquent, résoudre le probléme des mycotoxines nécessite de déployer et d'unifier les efforts

pour assurer la sécurité alimentaire.

Mots-clés: Moisissures, Mycotoxines, Denrées alimentaires, Méthodes de détection.



ABSTRACT

Methods for detecting mycotoxins in some food products

Mycotoxins are secondary metabolites produced by some fungi when they grow on a suitable
environment for them, and most of them are toxic to living organisms (animal, human) because
they are related to their nutrition. Molds that can produce toxins grow on many foodstuffs such as

grains and dried fruits.

The most common mycotoxins are : Aflatoxin, Ochratoxin A, Patulin, Fimonizin, and
Zearalenone. These toxins cause serious diseases in very low concentrations. Therefore, many
quantitative and qualitative analysis methods are used to detect these toxins and determine their
quantity in different foodstuffs, including: physicochemical methods (thin layer chromatography
(CCM), gas phase chromatography (CPG), high-resolution liquid chromatography (HPLC) ) as
well as rapid immunological methods (ELISA), where these methods are linked to several
techniques for detection, including: fluorometry, mass spectrometry, and absorption spectroscopy .

Therefore, solving the problem of mycotoxins requires making and unifying efforts to ensure food

safety.

Keywords: Molds, Mycotoxins, Foodstuffs, Detection methods.
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Introduction

L’ Homme se nourrit d’aliments d’origine animale ou végétale, crus ou cuits qu’il trouve dans son
environnement et pris directement de la nature ou transformés par I’industrie alimentaire. Tous ces
aliments risquent de devenir de véritables vecteurs de maladies lorsqu’ils renferment des
substances chimiques toxiques (métaux lourds, toxines de bactéries ou de champignons,
hydrocarbures aliphatiques, pesticides...) ou des agents pathogenes biologiques (virus, bactéries,
champignons). Ces états pathologiques sont presque toujours en rapport avec des contaminations
diverses qui relévent d’un manque d’hygiéne, d’erreurs grossieres de préparation ou de
conservation des aliments et 1’absence de la maitrise des bonnes pratiques d’agriculture, de
fabrication, de stockage et de distribution. Les répercussions sur la sant¢ humaine et 1’économie
qui résultent de la dégradation de la qualité nutritionnelle et hygiénique des produits alimentaires

sont énormes a I’échelle mondiale (Lahouar, 2016).

Parmi les agents pathogenes qui peuvent contaminer les aliments, les champignons toxinogénes
constituent un danger réel pour la santé de ’Homme et de I’animal lorsqu’elles contaminent les
différents produits alimentaires. La prolifération fongique et la contamination par les mycotoxines
altérent la qualité marchande des produits alimentaires impliquant d’énormes pertes économiques.
La FAO (Food and Agriculture Organisation) estime qu’environ 25% des récoltes mondiales sont
susceptibles d’étre contaminées par les mycotoxines. Les mycotoxines sont des métabolites
secondaires produites par des moisissures potentiellement toxinogenes appartenant,
essentiellement, aux genres Fusarium, Aspergillus, Penicillium, Claviceps et Alternaria spp.,
infectant une large variété de denrées alimentaires avant, apres la récolte et au cours du stockage.
Le nombre de mycotoxines responsables d’effets secondaires sur la santé¢ humaine et animale est
en perpétuelle augmentation, on distingue cing importantes mycotoxines sont les aflatoxines
(AFs), les ochratoxines, les trichothécénes, les fumonisines (FB), la zéaralénone (ZEA) et la
patuline qui se sont révélées potentiellement cancérigénes, génotoxiques, néphrotoxiques,

immuno-toxiques, tératogénes et mutagenes (Houissa, 2020; Lahouar, 2016).

Dans un cadre de contrdle réglementaire, il est nécessaire de connaitre les taux de toxines
fongiques dans les matieres premieres alimentaires. Pour déterminer le niveau de contamination

d’un lot, il convient de pouvoir évaluer la quantité de mycotoxines qu’il contient (Gauthier, 2016).

—
=
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Introduction

De ce fait, I’objectif de ce travail a donc été les méthodes de détection des mycotoxines dans

guelques produits alimentaires.
Dans ce contexte, deux principaux chapitres ont fait I’objet d’étude dans notre mémoire :
- Chapitre 1 : Les champignons et les mycotoxines.

- Chapitre 2 : Méthodes de détection des mycotoxines.




CHAPITRE 1

LES CHAMPIGNONS
ET LES MYCOTOXINES



Chapitre 1 Les champignons et les mycotoxines

1. Les champignons producteurs des toxines

1.1. Généralités

Les champignons, ou les mycétes sont des organismes eucaryotes, uni- ou pluricellulaires,
comprenant des espéces microscopiques (ou moisissures) et des espéces macroscopiques
(champignons supérieurs). Les micromycetes représentent entre 20 000 et 50 000 especes de la
microflore. Ils sont constitués de filaments mycéliens (hyphes) et d’organes fructiféres capables
de coloniser divers substrats. 1ls sont ubiquitaires, non photosynthétiques et hétérotrophes, c'est-
a-dire qu’ils nécessitent une source extérieure de carbone et d’azote pour leur croissance

(Gauthier, 2016).

Une caractéristique majeure des champignons est leur mode de reproduction ; ils produisent un
grand nombre de spores, ce qui leur assure un pouvoir de contamination considérable. Les spores
sont issues de plusieurs modalités de reproduction sexuée ou asexuée qui représentent le

principal critere de leur classification (Tabuc, 2007).

Les mycotoxines sont principalement synthétisées par cingq espéces toxinogenes de champignons
microscopiques : Aspergillus, Penicillium, Claviceps, Fusarium et Alternaria (Tableau 1).

Les mycétes sont répartis en 4 embranchements selon la composition des parois, la structure des

filaments et les spores produites au cours des cycles de reproduction sexuée et asexuée :

Tableau 1: Toxines sécrétées par les principaux genres de moisissures (Gauthier, 2016)

Micromycétes Toxines

Aflatoxines, Ochratoxine A
Aspergillus .
Sterigmatocystine

Trichothécénes, Zéaralénone
Fusarium Fumonisines, Fusarine

Moniliformine

Citrinine, Patuline, Pénitrem A
Penicillium Acide cyclopiazonigue

Ochratoxine &

Acide ténuazonigue
Alternaria
Alternariol

Claviceps Alcaloides de I'ergot
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Les Zygomycetes, les Ascomycetes, les Basidiomycetes, les Deutéromycétes (les
Deutéromycetes sont divisés en 3classes: les Blastomycétes, les Hyphomycetes, les

Coelomycetes) (Gauthier, 2016).

1.2. Principales moisissures toxinogénes

1.2.1. Genre Penicillium

Le genre Penicillium comprend entre 150 et 300 especes (Tableau 2), réparties en quatre sous-
genres appartenant a la division des Deutéromycétes. Les formes téléomorphes de certaines
d’entre elles sont connues et appartiennent a I’embranchement des Ascomycétes dont les genres
les plus représentatifs sont Eupenicillium et Talaromyce. Les colonies présentent un aspect
duveteux voire poudreux, de couleur vert-de-gris et plus rarement blanche. Morphologiquement,
les individus du genre Penicillium se distinguent par leur organisation en pinceau (Penicillius en
latin) (Gauthier, 2016).

Tableau 2: Quelques toxines produites suivant 1’espéce de Penicillium (Gauthier, 2016)

Especes

Toxines produites

Penicillium chrysogenum

Acide cyclopiazonique, Roguefortine C

Penicillium verrucosum

Ochratoxine A, Citrinine

Penicillium nordicum

Ochratoxine A

Penicillium rogueforti

Acide penicillique, Roguefortine C

Penicillium expansum

Citrinine, Patuline, Roguefortine C

Penicillium viridicaturm

Ochratoxine A, Citrinine

Penicillium cyclopium

Ochratoxine A, Citrinine

Penicillium citrinum

Citrinine

Penicillium oxalicum

Roguefortine C, Acide sécalonigue D

Penicillium crustosum

Penitrem A, Roquefortine C

Penicillium griseofulvum

Acide cyclopiazonique, Patuline, Roguefortine C, Griséofulvine
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1.2.2.Genre Aspergillus

Le genre Aspergillus est classé dans la division des Deutéromyceétes. Certaines formes sexuées
d’Aspergillus spp sont connues et appartiennent a la division des Ascomycétes, dont les genres

les plus notables sont Eurotium et Emericella (Gauthier, 2016).

Ce genre comprend environ 185 especes réparties en 18 groupes morphologiquement,
génétiquement et physiologiquement proches (Tableau 3), Une vingtaine d’espéces est impliquée
dans des pathologies animales et humaines (Tabuc, 2007). Les colonies d’Aspergillus spp,
duveteuses ou poudreuses, a développement rapide, sont le plus souvent de couleurs vives et
variées (Gauthier, 2016).

Tableau 3: Quelques toxines produites suivant 1’espéce d’Aspergillus (Gauthier, 2016)

Espéces Toxines produites
Aspergillus carneus Citrinine
Aspergillus clavatus Acide kojique, Patuline, Xanthocilline
) Aflatoxines B1 et B2, Acide aspergillique
Aspergillus flavus . o . )
Aride cyclopiazonique, Acide kojique
_ _ Fumigaclavine, Fumagiline, Fumitoxine
Aspergillus fumigatus , . L
Fumitremorgine A et C, Gliotoxine
Aspergillus niger Malformine, Naftoguinone

Acide kojique, Ochratoxines, Acide

Aspergillus ochraceus A L .
pénicillique, Acide sécalonique &

Aspergillus oryzae Aride cyclopiazonique, Acide kojique
, . Aflatoxines B1 et B2, G1 et G2, Acide aspergillique
Aspergillus parasiticus _ i
Acide kojique
Aspergillus terreus Citrinine, Patuline, Territrem, Terreine, Terrétonine
Aspergillus versicolor Stérigmatocystine
Aspergillus sydowii Stérigmatocystine, Griseofulvine
Aspergillus candidus Candiduline

1.2.3. Genre Fusarium

Les Fusaria sont des champignons filamenteux saprophytes appartenant aux Deutéromycétes.
Certaines formes sexuées (Gibberella, Nectria) sont connues et rattachées a I’embranchement des
Ascomycetes. C’est un genre qui comprend entre 50 et 100 espéces anamorphes (Tableau 4). Le
genre Fusarium tire son nom du latin « fusus » qui signifie fuseau, en référence a la forme des

conidies. Les Fusaria se développent rapidement et produisent des colonies planes, d’aspect

—
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cotonneux, voire floconneux, et de couleurs claires : creme, blanche, saumon, violette, brune,
jaune (Gauthier, 2016).

Tableau 4: Quelques toxines produites suivant I’espéce de Fusarium (Gauthier, 2016)

Espéces Toxines produites
Fusarium culmorum Trichothécénes B, Zéaralénone, Culmorine, Fusarine C
Fusarium avengceum Moeniliformine, Fusarine C
Fusarium graminearum Trichothécénes B, Zéaralénone
Fusarium oxysporum Acide fusarique, Moniliformine, Oxysporine
Fusgrium poge Trichothecénes A, Fusarine C
Fusagrium proliferatum Moniliformine
Fusarium sporotrichioides Trichothécénes &, Zéaralénone, Fusarine C
Fusarium verticillioides Fumonisines, Fusarine C, Moniliformine, Naftoguinone, Gibberelines

1.2.4. Genre Alternaria

Ces mycetes filamenteux imparfaits appartiennent a la division des Deutéromycetes. Environ une
cinquantaine d’espeéces est identifiée, mais on estime qu’il en existe plus du double (Tableau 5).
Clathrospora, Lewia, Pleospora sont les formes sexuées du genre Alternaria, elles sont rattachées
aux Ascomycetes. Alternaria alternata est le chef de file de ce genre. Les colonies d’Alternaria

spp ont un aspect de velours, de couleur noire ou grise (Gauthier, 2016).

Tableau 5: Quelques toxines produites suivant I’espéce d’Alternaria (Gauthier, 2016)

Especes Toxines produites
Alternaria brassicicoln Alternariol, Alternariol monométhylether
Alternaria oryzae Acide tenuazonique
Alternaria solani Alternariol, Alternariol monomeéthylether, Acide tenuazonique
Alternaria radicing Acide ténuazonique, Altertoxines |, Il Il
Alternaria cassiae Altertoxines |, 11, I
Alternaria tenuissima Tentoxine
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1.2.5. Genre Claviceps :

Les especes du genre Claviceps classées dans la famille des Clavicipitacées, division des
Ascomycetes. Il regroupe une cinquantaine d’especes produisant plus de cinquante alcaloides
différents(Tableau6).

Les différentes espéces se distinguent par la couleur, la forme et la taille du sclérote, aussi
nommeé ergot. Le sclérote est la forme de résistance du champignon durant 1’hiver. Son
enveloppe protectrice est rigide et de couleur brun-violacé a noir. Les caractéristiques
morphologiques du sclérote dépendent de 1’hdte. 11 est composé d’un amas compact de filaments
mycéliens. Au printemps, le sclérote germe et cet agglomérat, dénommé stroma, devient I’organe

dans lequel se réalise 1’élaboration des ascocarpes, producteurs de spores (Gauthier, 2016).

Tableau 6: Quelques alcaloides produits suivant I’espece de Claviceps (Gauthier, 2016)

Espéces Toxines produites
Claviceps fusiformis Clavine, Elymaclavine
Claviceps paspali Acide lysergique, Chanoclavine

, Acide lysergigue, Chanoclavine, Ergotamine, Agroclavine
Claviceps purpureg . . :
Ergocriptine, Ergosine, Chanoclavine

Claviceps africana Clavine, Dihydroergosine

2. Les mycotoxines

2.1. Généralités sur les mycotoxines

Le terme mycotoxine vient du mot grec « mycos » qui signifie champignon et du latin
«toxicum» qui signifie poison (Houissa, 2020). Les champignons toxinogénes produisent
plusieurs meétabolites secondaires hautement toxiques appelées couramment mycotoxines
(Lahouar , 2016) de faible poids moléculaire (PM <1000 Daltons) , pour la plupart, une structure
hétérocyclique. Leur petite taille et leur faible solubilité dans I’eau les rendent particuliérement
stables en milieux acides et basiques, et resistantes aux traitements thermiques (Gauthier, 2016).
On peut aussi classer les mycotoxines plus simplement selon leurs principaux effets toxiques. On

distingue parmi les groupes de mycotoxines considéréees comme importantes du point de vue
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agro-alimentaire et sanitaire les aflatoxines, les ochratoxines et I’ochratoxine A en particulier, la
patuline, les fumonisines, la zéaralenone et les trichothécénes (Gallotti et Fremy, 2006).
L’absence de mycotoxines n’entraine pas la mort du champignon mais peut limiter
sa survie ou sa croissance. Le role des toxines fongiques est d’améliorer la compétitivité des
champignons qui les produisent : communication entre champignons, moyen de défense,

chimiotactisme des insectes favorisant la dissemination des spores (Gauthier, 2016).

2.2. Les Principales mycotoxines
2.2.1. Aflatoxines

Les aflatoxines (AFs) représentent un groupe de dérivés structurellement apparentés au difurano-
coumarine (Bhatnagar et al., 2003). Ces substances sont produites par des espéces d’Aspergillus

flavus, Aspergillus parasiticus et Aspergillus nomius.

Elles sont extrémement toxiques et leurs effets secondaires incluent : la carcinogénicite, la
mutagénicité, la tératogénicité et I’immunosuppression. Les aflatoxines les plus rencontrées dans
la nature sont : AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 et AFM1 (figure 1). Parmi les aflatoxines, I’AFB1
est la plus fréquente et la plus toxique. Elle est considérée comme étant le plus puissant hépato
cancérigene pour les mammiferes et elle est classée en tant que cancérogéne probable du groupe

1 par ’agence internationale de la recherche sur le cancer (IARC) (Lahouar, 2016).

Les Propriétés physico-chimiques sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330
g/mol), treés peu solubles dans 1’eau insolubles dans les solvants non polaires. Trés solubles dans
les solvants organiques moyennement polaires (chloroforme et alcool méthylique), elles sont
assez facilement extraites. Sous lumiere ultra-violette (U.V. longs), elles sont fluorescentes
(bleue pour les AFB "blue" et verte pour les AFG "green", I’AFM1 ayant une fluorescence bleu-
mauve) (Gallotti et Fremy, 2006).
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Fig. 01 : Structure des principales aflatoxines : B1, B2, G1, G2 et M1 (Lahouar, 2016)

2.2.2. Ochratoxine A

L’ochratoxine A est un dérivé de phénylalanyl produit par des espéces du genre
Penicillium et Aspergillus (figure 2) (Lahouar, 2016). L’OTA est connue par ses propriétés
néphrotoxiques, cancérogénes, immuno-toxiques, génotoxiques et tératogenes pour toutes les
especes animales testées (Pitt et al., 2001). En effet, I’agence internationale de recherche sur le
cancer (IARC) a classé ’OTA dans le groupe 2B comme un composé cancérogéne pour ’Homme.
Aprés consommation d’aliments contaminés, I’OTA est fréquemment détectée dans le sang
humain. Elle est caractérisée par une longue demi-vie d’élimination (environ 35 jours dans le
sérum), a cause de sa liaison aux protéines plasmatiques, sa circulation entéro-hépatique et sa
réabsorption dans I’urine. Par conséquent, ’OTA est la mycotoxine la plus détectée dans le sang

humain dans le monde (Lahouar, 2016).

Parmi les propriétés physico-chimiques de L’OTA : la masse moléculaire est 403,8 g/mol, elle est
soluble dans les solvants organiques polaires et trés peu soluble dans 1’eau (Gallotti et Fremy,
2006).
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Fig. 02 : Structures de 1’ochratoxine A, la zéaralénone, le déoxynivalénol et la citrinine

(Lahouar, 2016)

2.2.3.Zéaraléonone

La zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine de structure cestrogénique non-stéroide
produite par des espéces du genre Fusarium tel que Fusarium graminearum et Fusarium
culmorum (figure 2) (Bennett et Klich, 2003). La zéaralénone se lie compétitivement aux
récepteurs d’cestrogeéne et elle est par conséquent connue par ses effets cestrogéniques incluant :
I’infertilité, diminution du taux de la testostérone sérique et du nombre des spermatozoides,
réduction du taux de grossesse et des changements des taux de progestérone (Shier et al., 2001).
ZEN est également considérée cancérogene et classée par I’ITARC dans le groupe 3. Elle est

aussi responsable de complications hépatoxiques et hématotoxiques (Abbes et al., 2006).

Parmi les propriétés physico-chimiques de ZEN: la masse moléculaire égale a 318,4 g/mol .
trés faiblement soluble dans I’eau et I’hexane ; sa solubilité augmente avec la polarité des

solvants : benzeéne, chloroforme, acétate d’éthyle, éthanol (Gallotti et Fremy, 2006).
2.2.4.Trichothécénes

Les trichothécenes sont un groupe de mycotoxines produites principalement par des
espéces appartenant aux genres Fusarium, Myrothecium, Phomopsis et Trichoderma. Toutes
les trichothécénes ont en commun un 12, 13-epoxytrichothécene et un acide olifénique avec
une variété de substituants (Bennett et Klich, 2003). Les trichothécénes sont classées en 4

groupes A, B, C et D selon leur structure chimique. Elles provoquent principalement une

( 1
{ 10 )
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nécrose et une hémorragie pendant les processus de régénération du sang dans la moelle

osseuse et la rate et des changements des organes reproducteurs (Lahouar,2016).

Parmi les propriétés physico-chimiques de TCT: Les masses moléculaires varient de 154 a 697
g/mol, lls sont le plus souvent solubles dans les solvants moyennement polaires (alcools,
solvants chlorés) (Gauthier, 2016).

2.2.5.Citrinine

La citrinine (CIT) est produite principalement par Penicillium citrinum mais aussi par
Penicillium expansum et Penicillium verrucosum et quelques especes du genre Aspergillus et
Monascus(figure 2)(Kurata, 1990 ; Li et al., 2003). La CIT est toxique pour I’Homme et I’animal
(CAST, 2003). Plusieurs études ont montré que la CIT est cytotoxique, génotoxique, mutagene,
immuno-toxique et tératogene (Liu et al., 2003 ; Bouslimi et al., 2008).

2.2.6. Fumonisines

Les fumonisines sont synthétisées principalement par plusieurs especes du genre Fusarium y
compris Fusarium verticillioides et Fusarium proliferatum. Plusieurs fumonisines sont isolées et
caractérisees mais FB1, FB2 et FB3 sont les plus fréguemment détéctées dans les produits
alimentaires. La FB1 est un diester d’acide propane-1,2,3- tricarboxylique (figure 3). Les
fumonisines sont des cancérogenes probables et elles sont classées parmi le groupe 2B selon
I'TARC et I’'OMS (Lahouar, 2016).

Les propriétés physico-chimiques: La FB1 a un poids moléculaire de 722 g/mol et la FB2 de
706 g/mol. Ce sont des composés polaires, solubles dans I'eau et insolubles dans les solvants

apolaires (Gallotti et Fremy, 2006).
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Fig. 03: Structure des fumonisines B1, B2 et B3 (Lahouar, 2016)
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2.2.7. La patuline

Cette mycotoxine est produite par plusieurs Penicillium comme par exemple P. expanseum , et
Aspergillus par exemple Aspergillus clavatus. La patuline a des effets neurotoxiques (Gallotti et
Fremy, 2006).

Parmi les propriétés physico-chimiques: Elle est insoluble dans les solvants organiques apolaires
comme le benzene ou les éthers de pétrole (mélanges d’alcanes) (Figure 4). Sa solubilité est par
contre excellente dans 1’eau et les solvants organiques polaires tels que les alcools, 1’acétone, les
éthers (Gauthier, 2016) .

Fig. 04: Structure de la patuline (Gallotti et Fremy, 2006)

2.2.8. Autres mycotoxines

D’autres mycotoxines produites par les Fusarium sont aujourd’hui émergentes et de plus en plus
décrites. Bien que considerées comme moins importantes en raison de leur faible probabilité de
toxicité aigué, elles ont cependant une haute prévalence dans les produits alimentaires. Parmi ces

mycotoxines émergentes, sont retrouvées (Desjardins, 2006; Escriva et al., 2015) :

- Les moniliformines, produites par F. subglutinans, F. tricinctum, F. avenaceum. Elles ont une
structure proche du pyruvate, mais leur mode d’action n’est pas encore clairement décrit. Du
point de vue de la toxicité, elles altérent le cartilage chez I’homme et peuvent également avoir un

impact sur les lymphocytes.

- Les énniantines, produites pas F. avenaceum. Ce sont des molécules ionophores inhibitrices
d’enzymes comme la cholestérol-acétyltransférase chez 1’homme. Isolées pour la premiere fois
dans les années 1940, des recherches importantes sont initiées pour élucider leur lien avec le

gushing, phénomeéne de giclage de la biére.

- La beauvericine, qui a montré des activités antimicrobiennes et anti-tumorigenes.

—
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- La sambutoxine, décrite pour la premiére fois en 1995. Elle posséde une toxicité sur les

animaux expérimentaux.
- La furasine C, produite par F. tricinctum, F. verticilioides ou encore F. graminearum.

Elle poss¢de une activité mutagene bactérienne (test d’Ames positif). Elle est également associée
a des cancers de I’cesophage et est responsable de cancer du sein par son action comme agoniste

oestrogénique (Sondergaard et al., 2011).
2.3. Les voies de la biosynthése des mycotoxines

Les mycotoxines ne constituent pas une classe chimique a part. Elles ont trois origines
chimiques différentes : les acides amines, les polycétoacides et les terpénes (Gauthier, 2016). Le

tableau 7 indique quelques exemples de mycotoxines et leur origine chimique.

Tableau 7: Quelques mycotoxines et leur origine chimique (Cherras et al., 2017)

Mycotoxines Mycotoxines Mycotoxines dérivées des
dérivées des acides dérivées des acides terpénes
aminés Polycetoacide
Alcaloides de I’ergot Aflatoxines Toxine T-2
Gliotoxine Citrinine Verrucarrine
Roquefortine Stérigmatocystine Déoxynivalénol
Sporidesmine Zgaralénone
Ochratoxines

Les mycotoxines ne forment pas un groupe chimique homogéne mais sont classées en

fonction des composés desquels elles sont issues (figure 5) :

- La voie des acides aminés : ce sont les unités constituant les protéines. Leur
caractéristique commune est la présence des groupes -COOH et -NH dans leur
structure chimique. Font partie des dérivés des acides amines : les alcaloides de
I’ergot du seigle, I’Acide aspergillique, la Roquefortine, les Sporidesmines, I’Acide

cyclopiazonique, la Slaframine, la Tryptoquivaline, la Gliotoxine...
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- La voie des polycétoacides (polyacétates) : ce sont des composés indispensables au
métabolisme  énergétique des cellules de tous les organismes vivants. Les
Ochratoxines, les Aflatoxines, la Zeéaralénone, la Stérigmatocystine, la Citrinine, la
Patuline et les Rubratoxines sont issues de la métabolisation des polycétoacides.
- La voie des terpenes : ce sont des composés organiques principalement issus des
résines produites par les végétaux. La Toxine T2, le Déoxynivalénol, la Fusarénone, les

Roridines ou encore les Verrucarines sont des dérivés des terpenes (Gauthier, 2016).

Votes des Pentoses phosphate
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Fig. 05: Voies de biosynthése des mycotoxines (Gauthier, 2016)

2.4. Les Conditions de production des toxines

La production de mycotoxines est directement liée a la croissance fongique. Par conséquent,
les facteurs capables d’influencer la croissance fongique vont aussi jouer un rdle sur la
toxinogenese. De maniére générale, les conditions environnementales nécessaires a la
production de mycotoxines sont plus étroites que celles permettant la croissance fongique et sont,

le plus souvent, proches des conditions optimales de développement de [’espece
considérée (Tabuc, 2007).

—
=
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2.4.1. Activité de I’eau

L’activité de 1’eau, symbolisée par le sigle Aw (pour activity of water), est définie comme le

rapport de la pression de vapeur d’eau d’un produit (p) sur la pression de vapeur de I’eau pure
(p0), a une température donnée. La valeur de I’activité de I’eau s’¢établit de 0 a 1. Plus I’Aw est
grand, plus la quantité d’eau disponible pour la croissance d’un micro-organisme est importante.
La croissance de tous les micro-organismes est caractérisée par des Aw minimum, optimum et
maximum. L’activité de 1’eau optimale pour la plupart des espéces fongiques est comprise entre
0,85 et 0,99. Certaines especes d’ Aspergillus et de Penicillium ont la capacité de se multiplier a

des Aw inférieurs a 0,75 et pour une température de 25°C (Gauthier, 2016).
2.4.2. La Température

La température conditionne le développement de la flore fongique et surtout sa vitesse
de croissance. La température peut soit inhiber les réactions enzymatiques par dénaturation
des enzymes en cas de 1’¢élévation de la température, soit provoquer la diminution de la vitesse
des activités enzymatiques en cas de baisse de température. Elle est intimement liée a ’activité
de I’eau. De méme que pour I’Aw , la température idéale de croissance d’un champignon ne
correspond pas a celle de la toxine. De maniere générale, elle est supérieure a la temperature
optimale de la toxinogenese. Pour Penicillium viridicatum (producteur d’Ochratoxine A), sa
croissance a lieu pour une température comprise entre 0 et 31°C et pour un Aw de 0,95, alors que
la synthese d’Ochratoxine A n’est possible qu’a une température comprise entre 12 et 24°C

(Gauthier, 2016 ).

La plupart des champignons sont mésophiles avec des optima de croissance variant de 25 a
35°C, La croissance des Fusarium est plus favorable dans les climats tempérés a des
températures allant de 26 a 28°C, tandis que les Aspergillus proliferent mieux sous des
températures chaudes. Pour Aspergillus ochraceus par exemple, la température optimale de
croissance se situe entre 25 et 30°C. Certaines espéces sont psychrophiles ou psychrotolérantes
et sont capables de se développer a des températures relativement basses comme les
champignons du genre Penicillium dont ’intervalle de température varie de 4°C & 31°C avec un

optimum a 12° (Lahouar, 2016).

—
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24.3. Le PH

Les moisissures peuvent croitre dans une gamme de pH allant de 3 a 8, leur pH optimal de
croissance étant plut6t situé entre 5 et 6. Les aliments (en particulier les fruits et les légumes)
ayant un pH inférieur a 6, se trouvent étre des cibles privilégiées de I’infestation fongique.

A Tinstar du couple température/Aw, I’intervalle de pH permettant une croissance fongique
optimale est plus étendu que celui permettant la synthése de toxines. Ainsi, la Fumonisine Bl
(FB1) est la plus produite a pH = 3,7, tandis que la croissance de sa moisissure productrice,

Fusarium proliferatum, s’effectue préférentiellement a pH = 5,6 (Gauthier, 2016).

2.4.4. Présence d’oxygeéne

La disposition O2/CO2 est une ressource sélective pour la croissance fongique. La majeure
partie des micromycétes est aérobie, Certains peuvent vivre en anaérobiose (Gauthier, 2016).
Généralement la production des mycotoxines est plus sensible a la variation de composition de
I’air que la croissance fongique. Une concentration en oxygene inférieure a 1% et des
concentrations élevées de CO2 empéchent 1’élaboration de mycotoxines (Cairns-Fuller et al.,

2005 ; Tabuc, 2007).

2.4.5.La Lumiére

Bien que I’'impact de la lumicre n’ait pas été démontré sur la croissance des moisissures, il
semblerait tout de méme qu’elle intervienne sur la germination des spores, favorisant de ce
fait la dissémination fongique. Certaines especes ne peuvent pas se passer de lumiere
tandis que d’autres la fuient : chez Verticillium agricinum, 1’exposition prolongée aux rayons

ultraviolets peut limiter la croissance voire provoquer la mort du mycélium (Gauthier, 2016).

2.4.6. La Nature de substrat

La composition qualitative et quantitative des substances nutritives (des glucides,
principalement) peut influencer la production de mycotoxines. La présence de certaines
molécules dans le substrat peut aussi influencer la production de mycotoxines. Ainsi, 1’acide
phytique (souvent présent dans les ceréales) diminue la synthése d’aflatoxine par Aspergillus
parasiticus et Aspergillus flavus alors que la proline stimule cette production. De méme, la
proline et I’acide glutamique stimulent la synthése d’ochratoxine A par Aspergillus ochraceus
(Gauthier, 2016 ; Pfohl-Leszkowicz, 2001).

—
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2.4.7. Les Interactions microbiennes

La présence simultanée de plusieurs espéces de microorganismes dans le méme milieu entraine
une diminution de la production de mycotoxines par chacun des microorganismes producteurs.
Ainsi, la quantité d’aflatoxine B1 produite est réduite quand une souche d’Aspergillus flavus est
introduite dans une culture en méme temps qu’une souche d’Aspergillus parasiticus, et ce, méme

si la souche d’Aspergillus parasiticus est une souche non toxinogéne (Tabuc, 2007).

2.5. Les Effets des mycotoxines

Les mycotoxines ont des structures tres variées, qui dépendent des voies de biosynthése. De ce
fait, les effets de ces contaminants sur la santé seront extrémement variables en fonction de leur
devenir dans 1’organisme et des organes cibles mais aussi en fonction des niveaux et de la durée
de I’exposition ainsi, parfois, que de 1’age des personnes (animaux) exposées.

Les organes cibles majeurs et les effets associés a I’exposition aux principales mycotoxines sont
rapportés dans le Tableau 8 ci-dessous. Parmi les centaines de toxines identifiées a ce jour, les
aflatoxines sont probablement les plus importantes en santé publique. En effet, 1’aflatoxine B1
est la seule mycotoxine classée comme cancérigéne chez I’homme et c’est I’agent cancérigéne

naturel le plus puissant connu a I’heure (Makhlouf, 2019).

Tableau 8 : Organes cibles et pathologies associées aux principales mycotoxines
(Makhlouf, 2019)

Toxines Toxicité et organes cibles Mécanismes d’action cellulaires et

moléculaires
. Hépatotoxicite Formation d’adduit a I’ ADMN
Aflatoxines p NP . P
Génotoxicité Peroxydation lipidique
Bl1, B2, Gl1, G2 et - P p . .
M1 Cancérogénicite RBicactivation par cytochromes P450
Immunomodulation Conjugaison aux GS-transférases
Inhibition de *activité de la phosphoé-
MNéphrotoxicité nolpyruvate carboxykinase
Ochratoxine A Génotoxicite Impact sur la synthése des protéines
Immunomodulation par compétition
Inhibition de la production d*ATP
Meurotoxicite, Inhibition tyrosine phosphatase (PTP)
Patuline Mutagenése fir vitro Perturbation la fonction de barriére in-
Cytotoxicite testinale

Hématotoxicité
Immunomodulation

Deoxynivalcnol Problémes digestifs

Induction de 1"apoptose sur progéniteur
hématopoiétique et cellules immunitaires

Reprotoxicite Impact sur la synthése des protéines
T-2 et HT-2 N?urotm-fi:.:it’é (élongation de la chaine protéique)

Génotoxicite

Immunotoxicie

Liaison aux récepteurs oestrogéniques
. . Troubles de la fertilité et de la Bioactivation par des réductases

Zéaralénone N . . .

reproduction Conjugaison aux glucuronyltransfe-

Tascs

Lésion du systéme nerveux . L . .
¥ Inhibition de la synthése de céramide

- central P N
Fumonisine . s g Altération du rapport sphingua-
Hépatotoxicite, - P -
B1l, B2, B3 p NP nine/sphingosine
Geénotoxicité Immunomodu- . .
lation Altération du cycle cellulaire

—

]
17|



Chapitre 1 Les champignons et les mycotoxines

3. Les aliments touchés par les champignons producteur des toxines

3.1. Conditions de contamination

Du champ jusqu’ a I’assiette, de nombreuses espéces de moisissures sont susceptibles de se
développer et de sécréter des toxines si les conditions environnementales sont favorables.
L’infestation peut avoir lieu avant ou pendant le stockage (figure 6). Etant peu métabolisées par
les organismes vivants, les toxines fongiques peuvent également se propager via les produits
alimentaires d’origine animale (produits laitiers, viandes...), si ’animal a consomm¢é auparavant

un aliment lui-méme contaminé (Gauthier, 2016).

Humidité adéquate Humidité mininum
Variétés résistantes ‘ Maturité

Pesticides Inspection visuelle

Bonne pratique de

laboratoire
Inspection, contrdle Controle humidité

Contréle température

ﬁ ~<| N | Destruction des denrées

contaminées
Transformation Stockage

I
Conservation, cuisson
| Test de contamination | Elimination des aliments
contaminés

Alimentation
humaine

Fourrage Viande, lait

Fig. 06 : Contamination le long de la chaine alimentaire et moyens de prévention (Gauthier, 2016)

Comme précisé dans la Partie 1, les toxines fongiques sont principalement produites par cing
genres de champignons : Fusarium, Penicillium, Aspergillus, Claviceps et Alternerai. lls sont
classés en quatre groupes, selon le lieu ou ils se développent :

- Les mycetes dont la croissance se produit sur des plantes sénescentes ou stressees.
C’est par exemple le cas de Fusarium moniliforme (Fumonisines) et Aspergillus flavus
(Aflatoxines)

- Les champignons directement pathogénes pour la plante comme Fusarium graminearum

(Zéaralénone).
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Chapitre 1 Les champignons et les mycotoxines

- Les champignons présents dans le sol et dans les débris putréfiés, et qui proliféreront lors
du stockage (Aspergillus ochraceus et Penicillium viridicatum)

- Les mycetes colonisant initialement la plante et prédisposant celle-ci a la propagation de la
toxine lors de la récolte. C’est le cas de Fusarium roseum, producteur de Trichothécénes
(Gauthier, 2016).

3.2. Les principales denrées concernées

3.2.1.Les céréales

Les céréales sont des vecteurs importants de dissémination des toxines fongiques (figure 7), car
elles sont universellement consommeées par les animaux et les Hommes. Elles sont contaminées
soit au champ soit au moment du stockage, principalement par I’intermédiaire des insectes
(Pfohl, 1999).

3.2.2. Les fruits et légumes

Les fruits et Iégumes sont recouverts d’une multitude de moisissures a 1’état de spores, capables
de proliférer facilement si les conditions de stockage sont mauvaises (figure 7). Le genre
Penicillium est le contaminant majoritaire des fruits : Penicillium digitatum pousse sur les
agrumes, P. expansum, quant a lui, prolifére préférentiellement sur les fruits des arbres du genre
Malus (pommes) et dans les dérivés transformés de ces fruits (jus, compotes). Les jus de fruits
insuffisamment stérilisés peuvent étre contaminés par Byssochlamys spp et Humicola spp, dont
les spores résistent aux fortes températures (Pfohl, 1999).

Fig. 07 : Quelques exemples d’aliments contaminés par des moisissures (Aurélie, 2013)
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Chapitre 1 Les champignons et les mycotoxines

3.2.3.Les produits laitiers

Un grand nombre de micromycetes est utilise dans la fermentation des fromages. Dans ce cas, les
champignons ont été ajoutés intentionnellement (« moisissures nobles ») : on parle alors de
contamination endogene (Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti...). Dans le cas
contraire, on parle de contamination exogene. De nombreuses souches sont responsables d’une
contamination exogene des produits laitiers, les individus du genre Penicillium étant les plus
fréquents (Gauthier, 2016).

3.2.4.Les oléagineux

Les genres Penicillium, Fusarium et Aspergillus sont couramment retrouvés dans les graines et
les tourteaux (résidus obtenus apres extraction des huiles). Les noix et les oléagineux sont les
substrats privilégiés d’Aspergillus flavus, sous les climats chauds et humides. Par conséquent, les
arachides, le colza, le coton et les huiles contiennent souvent des quantités importantes
d’Aflatoxines. Toutefois, les toxines sont en grande partie éliminées lors de 1’extraction des

huiles et de 1’étape de purification (Groopman et al., 1981).

3.2.5. Laviande et les charcuteries

Les charcuteries ne sont pas des substrats naturels favorables aux champignons toxinogénes.
Néanmoins, des moisissures peuvent se multiplier, comme Wallemia sebi, qui produit le
Walleminol A. La contamination des viandes résulte plutdt de la transmission des toxines par le
biais de la chaine alimentaire. L’Ochratoxine A est ainsi couramment retrouvée dans les muscles

de porc et de volailles, et dans les abats (Gauthier, 2016).

3.2.6. Filiére viticole

Les vins et jus de raisin sont considérés, aprés les céréales, comme la deuxiéme source de
contamination en Ochratoxine A. Cette contamination du vin s’explique par la présence, au
vignoble, de nombreux champignons producteurs d’Ochratoxines. La concentration d’OTA croit
de plus en plus avec les étapes de la maturation du raisin. Les dates des vendanges ont donc une

incidence directe sur la teneur en OTA dans le vin ( Nahrer et al,.2014).

Les principales mycotoxines ainsi que les especes productrices et les aliments les plus souvent

contaminés sont listés dans le Tableau 9.




Chapitre 1

Les champignons et les mycotoxines

Tableau 9 : Principales mycotoxines, moisissures toxinogenes et principaux substrats les plus
souvent contaminés (Makhlouf, 2019)

Mycotoxines

Types

Genres

Espéces
productrices

Produits les plus
contaminés

Aflatoxines

Bl,
B2,
Gl,
G2,
M1

Aspergillus

Aspergillus de la sec-

tion Flavi

Céréales (mais), arachides,
épices, fruits secs, lait et
produits laitiers (AFMI1)

Ochratoxine

A

Penicillium

P.verrucosum

Aspergillus

A ochraceus,
A carbonarius

Céréales, cacao, grains de
café, épices, jus de raisin et
vin

Trichothécénes

T-2
HT-2

Fusarium

F langsethiae,

F sporotrichioides,
F.poae,  F.grami-
nearum,

F. culmorum,
F.erookwellense,
F.iricinctum, F.acu-
minatum, F.equiseti,
F solani

F equiseti,

F poae F sporotri-
chioides, F.tricine-
tum, Flangsethiae

Céréales (blé, avoine et
mais)

Zéaralénone

Fusarium

F.graminearum,
F. eulmorum,
F.erookwellense

Céréales

Acide
cyclopiazonique

Aspergillus

A flavus,  Aoryzae,
plusieurs espéces de
la section flavi

Penicillium

P camemberti

Céréales, épices, fruits secs

Patuline

Penicillium

P.verrucosum,
P. expansum

Aspergillus

A elavatus

Byssochlamys

B. nivea

Céréales, pommes, poires

Fumonisines

Bl
B2

=3

1

Fusarium

Fverticillivides
F.proliferatum

Mais, Riz

Stérigmatocystine

Aspergillus

A flavus,
A.nidulans,
A. versicolor

Céréales, arachides, épices,
noix fruits secs,

Citrinine

Aspergillus

A terreus,
A carneus,
A.nivens,

Penicillium

P.verrucosum,
P.eitrinum,
P.expansum

Céréales, arachides, fruitset
produits secs, noix, jus de
pommes

Alcaloides de I'ergot

Claviceps

C.purpurea, C.pas-
pali,  CAfricana,
C.fusiformis

BIlé et céréales

—
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Identification des mycotoxines

1.1. Les méthodes de détection des mycotoxines

Les mycotoxines étant présentes a 1’état de traces dans les aliments et matiéres premicres etudiés,
il est indispensable d’avoir recours a des méthodes d’analyse extrémement performantes
(figure 8). Qu’elles soient qualitatives ou quantitatives, ces méthodes reposent le plus souvent
sur le principe de séparation chromatographique, couplée a des procédés de détection comme la
fluorimétrie, la spectrophotométrie ou la radiodétection. Les méthodes physico-chimiques
comme la « chromatographie sur couche mince » (CCM), la « chromatographie liquide a haute
performance » (CLHP ou HPLC) et la « chromatographie en phase gazeuse » (CPG) sont
principalement utilisées pour doser les mycotoxines.

Des méthodes plus récentes et plus rapides sont fondées sur des principes immunochimiques

comme le test ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (Gauthier, 2016).
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Fig. 08: Principes d’analyse des mycotoxines (Heit, 2015).
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Chapitre 2 Meéthodes de détection des mycotoxines

1.1.1. Chromatographie liquide sur couche mince (CCM)

Au début des années 70, la chromatographie sur couche mince (CCM) est reportée par 1’équipe
de Gimeno comme la premiere technique reconnue et recommandée pour la détection des
mycotoxines (Gargouri, 2021). Cette méthode assure une détection qualitative et semi-
quantitative des mycotoxines, elle est peu colteuse, facile a manipuler et permet un
criblage rapide et simultané de plusieurs échantillons (Houissa , 2020) . Elle comprend une phase
stationnaire, constituée d’une couche mince de matériel absorbant (gel de silice), qui est plongée
dans une phase mobile liquide (¢luant), composée d’un solvant qui va obliger les molécules a se
séparer le long de la phase stationnaire (figure 9). Cette méthode est fondée sur les différences
d’affinité des composés vis- a-vis des deux phases (Gauthier, 2016) .Cette méthode a été utilisée
pour des analyses unidimensionnelles et bidimensionnelles. Les techniques de détection varient
en fonction des mycotoxines a détecter : les substances colorées sont visualisées sous la lumiére
visible. Les mycotoxines fluorescentes sont examinées sous la lumiére UV. Tandis que pour les
toxines non fluorescentes des réactifs de pulvérisation spécifiques chromogéniques ou
fluorogéniques sont utilisés pour relever des couleurs ou de la fluorescence (Gargouri, 2021) .
CCM est largement accepté comme référence approuvée de détermination des AF; il a été

remplacé par HPLC pour I'analyse quantitative des mycotoxines (Jyoti et Alka, 2020).
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Fig. 09: CCM et Développement d’un chromatogramme (Arnold, 2015)
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Chapitre 2 Meéthodes de détection des mycotoxines

1.1.2. La chromatographie liquide & haute performance (HPLC)

La chromatographie liquide a haute performance (HPLC) a été une évolution, depuis la fin des
années 1960 (Jyoti et Alka, 2020). Cette méthode permet une analyse quantitative, elle est
présente un intérét important pour la quantification des mycotoxines et elle est considerée
aujourd’hui comme une méthode de choix dans ce cadre. Les molécules peu volatiles,
thermolabiles et solubles sont traitées, en général par HPLC (Heit, 2015). Dans ce procéde,
I’échantillon a analyser est poussé par un liquide (phase mobile) & travers une colonne remplie
d’une phase stationnaire de faible granulométrie. L’augmentation de la pression dans le systeme
est due au fort débit d’écoulement de 1’¢luant (figure 10) (Gauthier, 2016).

L’HPLC a été couplée a différentes techniques de détection telles que les
détections par spectrophotométric d’absorption, la spectrophotométrie en émission de
fluorescence (FLD) et la spectrométrie de masse (MS) (tableau 10). Ceci donne la possibilité de
séparer et purifier une large gamme d’espéces fongiques avec une bonne sensibilité et une bonne
sélectivité. L’HPLC-FLD étant particulierement bien adaptée pour analyser des mycotoxines
naturellement fluorescentes, comme les Aflatoxines AFs ou 1I’Ochratoxine OTA (Gargouri,
2021). Le couplage de 'HPLC avec la spectrométriec de masse (HPLC-MS) a ouvert de
nouvelles possibilités pour I’identification et la quantification de multiples mycotoxines
ionisables (AFs et OTA) sans la nécessité de les dériver (Wen et al., 2014) .

La HPLC est préférée a la CCM en raison de ses bons facteurs de sensibilité, détectabilité et
spécificité. En revanche, la CLHP reste la méthode chromatographique la plus codteuse

(Gauthier, 2016).
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colonne détactaur

sortie

injecteur

solvant

enregistreur

Fig. 10 : Chromatographie HPLC (Selila et Grine, 2018)

1.1.3. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La chromatographie en phase gazeuse permet une analyse quantitative des mycotoxines, Elle a
été appliquée a I’analyse des mycotoxines dans les années 90 (Gargouri, 2020 ; Heit, 2015).
C’est une méthode qui peut étre couplée a une technique de détection comme la spectrométrie de
masse (MS), la détection par ionisation de flamme (FID) pour identifier des substances volatiles
issues des mycotoxines (tableau 10) (Gargouri, 2020) car cette méthode a une spécificité et une
sensibilité élevées pour toutes les mycotoxines qui peuvent étre dérivé de composé volatile pour
étre un gaz chromatographié (Jyoti et Alka, 2020).

La CPG s’applique aux composé€s gazeux, le mélange a étudier est vaporisé a 1’entrée d’une
colonne contenant la phase stationnaire (liquide ou solide), il est ensuite transporté a travers cette
colonne a I’aide d’un gaz vecteur (phase mobile) (figure 11). Les différents composés du
mélange vont se séparer et sortir de la colonne, les uns apres les autres, suivant leur affinité avec

la phase stationnaire (Gauthier, 2016).
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Fig. 11: Chromatographie en phase gazeuse (Ranger, 2015)

Tableau 10 : Quelques types de détecteurs/d’analyseurs associés aux CLHP et CPG (Heit, 2015).

Types d’analyseurs Caractéristiques

Spectrophotométre UV - visible A longueur d’onde variable
A barrette de diodes UV (deutérium) - wvisible
(tungstene)

- Enregistrement du spectre lors de 1’élution
des composes

Spectrofluorimétre Lampes au deutérium, au xénon-mercure ou laser,
nécessite la présence de chromophores
Réfractométre différentiel Carbones asymétriques
Détecteur 2 ionisation de flamme Le plus courant en CP@,
MS Le gaz de nebulisation correspond au gaz de séchage
MS/MS Fractionnement des ions aprés une analyse primaire
1.1.4. ELISA

La méthode ELISA (Enzyme Linked Imuno-Adsorbent Assay) est une méthode immuno-
enzymatique, elle est développée dans les années 70. Elle posséde une bonne sensibilité et une
bonne spécificité lors de la détection des mycotoxines (les résultats du dosage sont obtenus apres
un court délai de quelques heures (3 a 24 heures). Elle est trés populaire actuellement en raison
de son codt relativement faible et de son application facile (Gargouri, 2020 ; Gauthier, 2016 ;
Turner et al., 2009).

ELISA est un test qualitatif et semi-quantitatif principalement employée en immunologie pour
détecter la présence d'un anticorps ou d'un antigéne dans un échantillon. Le test ELISA est une

méthode utilisant un ou deux anticorps, un de ces anticorps est spécifique de l'antigéne recherché
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(la toxine fongique), tandis que l'autre réagit aux complexes immuns formés (complexes
antigene-anticorps) et est couplé a une enzyme et Parmi les enzymes les plus communément
utilisées dans le marquage la peroxydase et la phosphatase alcaline (PA). Cette enzyme permet
de catalyser une réaction qui libére un substrat chromogéne, capable de colorer le milieu (figure
12). Cette coloration proportionnelle a la quantité de toxines contenues dans 1I’échantillon, pourra
ensuite étre appréciee par colorimétrie (Gargouri, 2020 ; Gauthier, 2016). Cette méthode permet
la détection spécifique de quelques types de mycotoxines comme les aflatoxines (AFs),
fumonisines, trichothécenes (TCT), 1’ochratoxine (OTA) et le zéaralénone (ZEN) (Gargouri,
2020).

1. Fixation de ['antigéne 2. Lialson de I'anticorps spécifique 3. Liaison de |'anticorps conjugué 4, Coloration du milleu par
au milieu, A l'antigéne (complexe immun). al'anticorps spécifique, addition de I'enzyme.

Fig. 12: Les différentes étapes du test ELISA (Gauthier, 2016)

1.2. Méthodes d’analyse de quelques mycotoxines

Le reglement (CE) n° 401/2006 de la Commission du 23 février 2006 fixe les modes de
prélevement d'échantillons et des méthodes d'analyse pour le contrdle officiel des teneurs en
mycotoxines des denrées alimentaires (Gallotti et Fremy, 2006).

1.2.1. Aflatoxine

Les méthodes validées de dosage des aflatoxines totales (AFB1+B2+G1+G2) ou AFB1 seule
sont généralement basées sur des systéemes chromatographiques de purification et de séparation
(telle que la chromatographie liquide haute performance HPLC). A coté de ces méthodes
quantitatives des méthodes immuno-enzymatiques telles que ELISA. Cet outil est appliqué

surtout au dosage de I’AFB1 dans les matiéres premiéres et les grains (Gallotti et Fremy, 2006).
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1.2.2. Ochratoxine A

Les méthodes de détection de I’OTA sont I’ELISA, CCM (aujourd’hui moins utilisée que dans le
passé) et la méthode la plus utilisé ¢’est HPLC-FD, alors que le couplage GC-MS s’est avéré mal
adapté a I’analyse de I’OTA. Selon les matrices, les limites de quantification sont comprises
entre 0,01 et 0,1 pg/L pour les vins, 0,5 et 2 pug/kg pour les céréales et 0,1 et 0,5 pg/kg pour les
abats (Gallotti et Fremy, 2006).

1.2.3. La zéaralenone

Plusieurs approches analytiques basées sur des méthodes immunologiques(I’ELISA), a été
développée pour la détermination de la zéaralenone dans les céréales ou le lait, la limite basse de
performance est de I’ordre de la dizaine a la centaine de ug/kg. Et les méthodes physico-
chimiques, la chromatographie couche mince est pratiquement abandonnée aujourd’hui au profit
de la HPLC et la CPG .Le principe de détection repose trés fréquemment sur la détection
fluorimétrique mais ¢également UV (longueur d’onde fixe ou variable), les limites
de quantification sont comprises entre 5 et 10 pg/kg (Gallotti et Fremy, 2006).

1.2.4. La fumonisine

Le dépistage des fumonisines FB1 et FB2 dans le mais et les aliments peut se réaliser par des
immuno-essais de type ELISA.

La chromatographie liquide a haute performance (CLHP) avec détection fluorimétrique apres
dérivation de I'extrait permet de quantifier les fumonisines dans les différentes matrices. Les
limites de quantification sont comprises entre 50 et 100 pg/kg selon les matrices (Gallotti et
Fremy, 2006).

1.2.5. La patuline

Les méthodes de dosage les plus récentes c’est la chromatographie liquide ou gazeuse couplée a
un détecteur spectrométrie de masse. Les limites de détection de la patuline sont comprises entre
1 et 10 pg/L dans le jus de pomme. Il existe une méthode validée pour les jus et compotes de

pomme (Gallotti et Fremy, 2006).

—

]
28 |



CONCLUSION



Conclusion

Les moisissures sont des organismes ubiquitaires, susceptibles de se développer a tous les stades
de la production agro-alimentaire ; que ce soit aux champs, au moment du stockage ou lors de la
transformation. Du champ jusqu’a I’assiette du consommateur, de nombreux champignons sont
susceptibles de se développer et de secréter des toxines fongiques, si un certain nombre de
conditions sont réunies (conditions météorologiques favorables, composition idéale du milieu de

croissance...).

Les mycotoxines représentent un réel danger pour la santé humaine et animale. Cependant, la
présence de toxines et de champignons dans les aliments est aléatoire et rend délicate 1’évaluation

du risque mycotoxique, posant ainsi un probléme de sécurité alimentaire.

Il est nécessaire de connaitre les taux de toxines fongiques dans les matieres premiéres
alimentaires. Pour ce fait, différentes techniques de détection de ces mycotoxines ont été
développées : des méthodes physico-chimiques comme la « chromatographie sur couche mince »
(CCM), la « chromatographie liquide a haute performance » (CLHP) et la « chromatographie

liquide en phase gazeuse » (CLPG), Et des méthodes immunochimiques comme le test ELISA.
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