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Résumé

L’objectif de ce travail est étudier la toxicité des mycotoxine responsables de I’altération des
fruits et des légumes spécifiqguement la patuline et proposer des stratégies de contrble et de

prévention pour assurer la sécurité humaine et animale.

Pour cela la premiere partie de ce travail a porté un apercu général sur les moisissures
contaminant les fruits et les légumes, leurs intéréts industriels dans différents secteurs et leurs
effets toxiques sur la santé humaine. La deuxieme partie vise & exposer les principales
mycotoxines présentes dans les fruits et légumes ainsi que les différentes souches fongiques
productrices de la patuline. Cette substance demeure un grand probléme dans I’altération de
ces aliments en provoquant la diminution de rendement quantitatif et qualitatif de la culture
des fruits et des légumes et par conséquent sur la santé humaine. Pour cette raison, la

troisieme partie était consacrée pour I’analyse de cette toxine et les moyens de sa détection.

Mots clés : mycotoxines, Patuline, détection, extraction et purification.
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Abstract

The objective of this work is to study the toxicity of mycotoxins responsible for the alteration of
fruits and vegetables specifically patulin and propose control and prevention strategies to ensure

human and animal safety.

For this purpose, the first part of this work has provided a general overview of the molds
contaminating fruits and vegetables, their industrial interests in different sectors and their
toxic effects on human health. The second part aims to define the main mycotoxins present in
fruits and vegetables as well as the different fungal strains producing Patulin. In spite of the
role of this mycotoxin in biotechnologies, it remains a big problem in the alteration of these
foods which causes the decrease of quantitative and qualitative yield of the culture of fruits
and vegetables and consequently on human health. For this reason, the third part was devoted

to the analysis of this toxin and the means of its detection.

Key words: mycotoxins, Patulin, detection, extraction, purification.
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Introduction

Au cours de ces derniéres années, la recherche en nutrition humaine n’a provoqué qu’un
régime équilibré, riche de fruit et légume pour garantir une bonne santé. Les fruits et les
Iégumes sont mondialement consommeés car elles se produisent des antioxydants qui peuvent
également a prévenir des maladies cardiovasculaires et en éliminant les risques de diabétes
(Carughi et al.,2016).

Malgre leurs avantages et leur teneur en énergie, ces aliments peuvent étre contaminés par des
microorganismes particulierement des moisissures pendant la croissance (Meng et Doyle
2002).Ces derniéres se développent sur la surface des denrées alimentaires lors de la culture

ou bien de pré- récolte et la post-récolte sinon lors de stockage.

Les moisissures sont des agents d’altérations trés importants dans des conditions favorables
telles que la température, la teneur en humidité et la présence d’oxygene (Salomaoet
al.,2009), et qui produisent des substances portent les noms des mycotoxines responsables
d’intoxication grave chez I’homme et I’animal. Les maladies causées par 1'exposition aux
mycotoxines sont appelées mycotoxicoses. Cependant, les mycotoxicoses restent souvent
méconnues des professionnels de la santé, sauf lorsqu'un grand nombre de personnes sont
impliquées (Zain, 2011). Les premieres épidémies de mycotoxicoses ont éte decrites durant
I’Antiquité et s’apparentaient a 1’ergotisme, plus tard nommé « Feu de Saint Antoine »
ou « Mal des Ardents » (Gauthier, 2016).

A I'heure actuelle, la Patuline est considérée comme une toxine des fruits a I'échelle mondiale,
et de nombreux pays surveillent les résidus de Patuline dans les aliments. Par conséquent, il
est trés important de développer une méthode de détection des traces de Patuline dans les
aliments. Cependant, la Patuline est une mycotoxine essentiellement produite par plus de 10
especes de champignons, tels que Penicillium, Aspergillus et Byssochlamys (Zhao et al.,
2019).

Afin d'assurer la santé des consommateurs, chaque pays doit adopter une législation

spécifique pour les principales mycotoxines.
L’objectif de notre travail est :

e Donner une idée générale sur les mycotoxines sécrétées par des champignons
responsable de I’altération des fruits et des légumes.
e Etudier les genres et les especes fongiques productrices de la Patuline.

e Exposer les méthodes de détection et d’extraction de cette molécule.

1
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Chapitre 1 Altération des fruits et des Iégumes par des moisissures

1. Définition

D’aprés Dauda et Zarafi (2019), les fruits et Iégumes sont des produits vivants qui accumulent
durant leur croissance des réserves qui assurant la continuité du métabolisme aprés la récolte. Ils
vont donc évoluer de facon naturelle au cours du stockage principalement par perte hydrique,
mais ils peuvent également étre victimes de maladies physiologiques ou microbiologiques
(Pitt et Hocking, 2009).

La détérioration fongique des fruits et des légumes entraine des pertes annuelles importantes
dans les ventes mondiales. La corruption des moisissures peut également étre un probléme de
sécurité alimentaire en raison de la production de mycotoxines par ces moisissures. Pour
éviter l'altération par les moisissures, il est important que les microbiotes impliqués soient
correctement isolés et correctement identifiés .Les principaux groupes de champignons liés
aux conditions météorologiques sont xérophiles, résistants a la chaleur, de conservation,
anaérobies et psychrophiles. Les mycotoxines et les filaments d'altération, principalement :
Aspergillus, Penicillium, Fusarium et Byssochlamys sont naturellement présents dans I'air
ambiant, le sol et les plantes et sont considérés comme les contaminants alimentaires les plus
importants (Pitt et Hocking, 2009).

L'altération de ces produits due aux moisissures se traduit par des go(ts désagréables, la
contamination par les mycotoxines, la décoloration et la pourriture. L'altération peut se
produire sur le terrain ou lors du stockage. L'activité de I'eau de I'aliment détermine les types

de moisissures qui altérent I'aliment (Twaruzek et al., 2021).

2. Types d’altérations

2.1 Altération supérieure

La peau des fruits et 1égumes forme une barriere pour empécher les moisissures d’altération
de pénétrer, prolongeant efficacement la durée de conservation de ces aliments apres la
récolte. Cependant, cette protection naturelle peut étre brisée, permettant aux germes
d'altération d'entrer en contact avec les tissus internes. D’autre part, leur revétement extérieur
contient de nombreux micro-organismes issus de la flore du sol et de I'eau, ainsi que des

polluants atmosphériques (Laville, 1994).
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Figure 1 : Penicillium digitatum sur ’orange (Ramdn Carbonell et Torres, 2021).

2.2 Altération interne

Les tissus internes des végétaux et des fruits renferment normalement peu de

microorganismes.

Figure 2 : Cellule de pomme contaminée par Penicillium expansum !

3. Généralités sur les moisissures

3.1 Définitions

Les moisissures sont des champignons microscopiques qui forment une flore filamenteuse et
s'agglutinent des milliers d'espéces. lls sont composés de nombreux filaments fins et
enchevétrés (Kirk et al., 2001), ils sont saprophytes, c'est-a-dire qu'elles se font au détriment
de la matiere organique se décomposent en y implantant leur mycélium, puis libérent les

filaments qu'ils portent spore, unité de transmission (Gauthier, 2016).
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Par ailleurs, ils sont des organismes eucaryotes pluricellulaires qui étaient traditionnellement
classés dans le regne végétal, c’est ’ensemble des champignons microscopique présentant
une végétation notable et qui ont de I'importance dans I’industric humaine. Elles peuvent
étre nuisibles, car elles sont agents d’altération d’aliment et aussi utiles, car intervenant dans
la production d’aliments, d’antibiotiques, d’enzymes et dans diverses fermentations. Par
ailleurs, I’humidité favorise généralement la croissance de la plupart des moisissures, bien

qu’il existe des espéces des moisissures adaptées a la sécheresse (Leyral et Vierling, 2007).
3.2 Classification des moisissures

Leur classification est basée sur des caracteres morphologiques (structure du mycélium) et le
mode de reproduction (Davet, 1996). Il ya quatre classes des moisissures :

- Les Phycomycetes.

-Les Ascomyceétes.

Les Basidiomycetes.

-Les Deutéromycetes

3.2.1 Principaux groupes de Phycomyceétes

Les Phycomycétes comprennent deux sous-classes :

A- Les Oomycetes : caractérisés par la production d’oospores au cours de la
reproduction sexuée et de zoospores (spores flagellées) en reproduction asexuée.

B- Les Zygomyceétes : produisant des zygospores. Leur reproduction est assurée par des
conidiospores ou des sporangiospores, ces moisissures possédent un thalle mycélien non
cloisonné et des organes de reproduction sexuée. Les mucorales représentent le groupe
principal parmi les zygomycétes au sein desquels ils s’identifient par la production de
sporangiospores. Ce groupe comprend les cing genres trés usuels en microbiologie des
aliments : Mucor, Absidia, Rhizopus, Zygorrynchus et Thamnidium (Leyral et Vierling,
2007).

3.2.2 Les Ascomycétes
La plus importante, au sein du regne Fungi. Ce sont des champignonsa mycéliums qui
produisent des ascospores endogenes, cette classe comprend de nombreuses moisissures et

parasites végéetaux. Seul I’ordre des hémi ascomyceétes intéresse la microbiologie alimentaire.


https://www.aquaportail.com/definition-12721-regne.html
https://www.aquaportail.com/definition-5013-champignon.html
https://www.aquaportail.com/definition-4699-ascospore.html
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Il rassemble, en effet, les champignons ayant un thalle levuriforme Penicillium expansum
(Guiraud, 2012).

3.2.3 Les Basidiomycétes
Les basidiomyceétes sont des moisissures parasites caractérisées par la présence de "boucles"”
au stade de cloisons, qui produisent par bourgeonnement des spores sexuées appelées
basidiospores (Salimi, 2011).

3.2.4 Les Deutéromycetes
Les Deutéromycétes ou champignons imparfaits, sont des champignons filamenteux a thalle
septé et mycélium cloisonné se reproduisant par le mode asexué, cette classe composée par
une vaste gamme de contaminants des vegétaux et des produits alimentaires. Les
Deuteromycotina sont divises en trois classes : Les Blastomyceétes, les Hyphomyceétes et les
Coelomycetes (Dendouga, 2006).

4. Intéréts industriels des moisissures

Les moisissures  sont des micro-organismes largement connus pour leurs diverses
caractéristiques biochimiques. Ces champignons peuvent envahir efficacement une grande
variété de substrats dans des conditions opérationnelles et produire de nombreux bioproduits
d'intérét, tels que des enzymes, des acides organiques, des composés aromatiques et des
colorants (Londofio-Hernandez et al., 2017). Les champignons filamenteux sont
actuellement utilisés dans différents secteurs du monde entier. Ils constituent une source de
matiéres primaires pour les industries alimentaires, pharmaceutiques et pour I’agriculture,
etc. (Egbuta et al., 2016).

4.1 Intérét alimentaires

Ces microorganismes sont également importants en tant que producteurs de denrées
alimentaires, certaines espéces de Penicillium sont actives pour I’affinage de quelques types
de fromage comme camembert et cheddar. Elles sont fréquentes sur les céréales, les pains et
les gateaux comme ils peuvent jouer un role dans I’amélioration des qualités

organoleptiques de certains produits alimentaires (Dauda et Zarafi, 2019).

Notamment, 1’Aspergillus est un bon exemple pour la production des acides organiques tels

que I’acide oxalique, 1’acide citrique et ’acide fumarique qui fabriquent par la fermentation

6



Chapitre 1 Altération des fruits et des légumes par des moisissures

des activités biochimiques des moisissures a 1’échelle commerciale en Europe et en Amérique

(Solomon et al., 2019).

Figure 3 : Penicillium camemberti dans du fromage 2
4.2 Intérét pharmaceutique

Le role des champignons filamenteux dans la production des substances antibiotiques a été
établi pour la premiére fois par Six Alexander Fleming en 1929. Le Penicillium est un genre
tres rependu dans le domaine médical et pharmaceutique (Solomon et al., 2019).
L’antibiotique le plus célebre, la pénicilline qui a été utilisée pour guérir d’innombrables

infections bactériennes (Laater et al., 2008).

Tandis que les champignons du genre Aspergillus produisent différents métabolites qui
montrent des effets inhibiteurs sur les voies métaboliques, un exemple de ces composants est
les statines qui comprennent la lovastatine pour réduire le taux de cholestérol sanguin chez

les personnes qui présentent un taux de cholestérol plus élevé (Egbuta, et al., 2016).

4.3 Intérét agricole

L'utilisation de champignons filamenteux dans le secteur agricole est potentiellement utile
pour améliorer la santé et la croissance des plantes, l'absorption de I'eau, la disponibilité des

nutriments, la tolérance au stress et le biocontréle (Thakur, 2020).

Les moisissures sont des agents de biorestauration qui vont dégrader le contenu du sol et
réduire leur toxicité. Notamment, les espéces d’Aspergillus ont la capacité de dégrader le
benzopyréne dans le sol tandis que les especes de fusarium peuvent également bio remédier

aux sols riches en hydrocarbures aromatiques polycycliques (Egbuta, et al., 2016).
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5. les effets des moisissures sur la santé humaine

Les moisissures sont des organismes ubiquistes qui apparaissent naturellement et que 1’on
trouve autant a I’intérieur qu’a I’extérieur. Ces milieux contiennent des conditions propices a
la croissance des moisissures, notamment la présence d’oxygene, des sources nutritifs a base

de Carbonne, des températures et I’humidité (Palaty et Shum, 2012).

Pendant leur cycle de reproduction, les moisissures fabriquent des milliers de trés petites
particules appelées spores. En cas le contact avec I’air, les moisissures relachent leurs spores
dans I’air. L’inhalation des spores de moisissures peut engendrer des maladies ou des effets
néfastes provoquant des problemes graves pour la santé humaine (Azémar, 2000). Voici les

effets les plus fréquentes des moisissures :
5.1 Les intoxications alimentaires

Dans tous les pays du monde et indépendamment de leurs niveaux économiques, les toxi-
infections alimentaires (TIA) demeurent un probleme majeur de santé publique. Les
intoxications alimentaires sont des infections causées par l'ingestion d'aliments contaminés
par certains agents infectieux (Aspergillus et Penicillium) ou par leurs toxines sécrétées et
préformées dans 1’aliment. Les principaux symptomes observés indépendamment de l'agent
causal sont des nausées, des vomissements, des diarrhées et les maux de téte et des doleurs
abdominaux. Mais aussi peuvent étre la cause de mortalité chez des sujets fragiles (Zaidi et
al., 2021).

5.2 Les infections pulmonaires

C’est une infection opportuniste qui se développe quand il existe un terrain favorable,
particulierement une immunodépression notamment la neutropénie provoquée par des
champignons imparfaits filamenteux appartenant au genre Aspergillus. La contamination se
fait par les voies aériennes le plus souvent, puis I’infection se propage au sang et atteint les

organes profonds (Brauner, 2006).

Les infections fongiques pulmonaires se présentent le plus souvent sous forme de
pneumopathies graves, qui peuvent toucher le sujet immunocompétent mais surtout les
patients ayant des facteurs de risque d’infections fongiques, augmentant ainsi le taux de

mortalité et de morbidité ( Ben Salah et al., 2021).
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5.3 Les effets immuno-allergiques

Les manifestations allergiques et immunologiques sont les plus fréguemment mentionnées,
les allergénes fongiques peuvent déclencher I’asthme allergique, rhinite allergique, sinusite
allergique et dermatite (Méric, 2011).

La réponse allergique (ou d’hypersensibilité) survient lorsqu’il y a production d’anticorps
specifiques (IgE) dirigées contre des allergenes environnementaux ou autres. Les réactions
allergiques provoquées par I’inhalation de spores fongiques constituent un probléme de santé
reconnu par les cliniciens depuis des décennies. Il a été montré que jusqu’a 10 % de la
population réagirait positivement aux tests d’extraits de moisissures (Verhoeff et Burge,
1997), tandis que cette proportion pourrait atteindre 20,9 % a 27,4 % chez les personnes
souffrant d’asthme (Boulet et al., 1997). L’allergie aux moisissures est cependant difficile a
diagnostiquer, notamment a cause de [’absence d’extraits d’allergénes standardisés

(Vermeulen et al., 2011).

5.4 Les effets infectieux

Selon les travaux de Halewyn et ses collaborateurs en 2003, peu de moisissures, sur les
matériaux de construction ou dans les systémes de ventilation, peuvent étre a 1’origine
d’infection.

Cependant, les infections relativement bien connues sont [l’aspergillose invasive ou
aspergillus nosocomial qui provoquent des conséquences trés graves voire méme fatale pour
les personnes immunodéprimées. Cette maladie due principalement a Aspergillus de quelques
espéces voisines (4. flavus, A. fumigatus, A. terreus,......). Actuellement, les Aspergillus
invasifs représentent la premicre cause de mortalité d’origine infectieuse dans les services

d’hématologies (Gangneux et al., 2008).
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5.5 Les effets toxiques et cancérogénes
La majorité des effets toxiques causés par inhalation des moisissures qui peuvent persister sur
les denrées alimentaires bien apres la disparition de la moisissure et résistent a de trés fortes
températures lors de la cuisson. Deux groupes de champignons toxinogénes peuvent étre
distingués. Le premier type est constitué de champignons produisant les mycotoxines sur les
plantes sénescentes ou stressées (Alternaria, Fusarium). Il est alors question de toxines de
champs. L’autre groupe comprend ceux qui produisent les toxines apres récolte (Aspergillus

et Penicillium). On les qualifie de toxine de stockage (Oswald et Parent-Massin, 2020).
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Chapitre 2 Les mycotoxines et la Patuline

1. Généralités sur les mycotoxines

La présence des mycotoxines dans les aliments a été mise en évidence pour la premiéere fois
en 1960, lors de la maladie X du dindon. Une mortalité tres élevée observée dans un élevage
de dindes en Grande-Bretagne. Le terme mycotoxine trouve son origine dans les racines
grecques « mycose », signifiant du champignon et «toxicum» qui va destiner poison
( Oswald et Forget, 2018).

Les mycotoxines sont des substances secondaires, c’est -a-dire qu’ils ne sont pas
indispensables au fonctionnement des champignons, résultant par la dégradation des
metabolites primaires rassemblant les sucres, les lipides, les acides aminés et les acides

organiques (Leslibraires, 1999).

Ces toxines sont présentes a faible concentration pas plus de 500g/mol, d’induire des effets
toxiques pour les reins, le systeme nerveux ou encore le foie, tandis que sont supposeés
cancérogenes ou mutagénes. Par conséquent, la toxicité ne provient pas forcément de la
mycotoxine elle-méme, mais peu dure a 1'un de ses métabolites issus de la dégradation
(Gauthier, 2016).

La croissance des champignons n'est pas necessairement associee a la formation de
mycotoxines et, en raison de la stabilité des mycotoxines ; celles-ci peuvent étre présentes
dans les aliments lorsque les champignons ne sont plus présents. En outre, un champignon
peut produire différentes mycotoxines, et une mycotoxine peut étre produite par plusieurs
champignons différents. La potentielle mycotoxine dépend des especes et des souches de
champignons, de la composition de la matrice et des facteurs environnementaux tels que la
température et I’humidité (Fernandez-Cruz et al., 2010).

Il s’agit des molécules peu solubles dans 1’eau, particulicrement résistantes a la chaleur ainsi
que sont tres stables dans I’acidité (Anfossi et al., 2016).La production des mycotoxines est
influencée par plusieurs genres des moisissures,  parmi eux :Fusarium, Alternaria,
Penicillium, Aspergillus et Byssochlamys. Quelques exemples de genres de moisissures et

leurs mycotoxines dans différentes denrées alimentaires sont présentés dans le tableau n°l.
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Tableau 1: Principales moisissures productrices des mycotoxines

I’alimentation humaine et animale(AFIS, 2018).

Les mycotoxines et la Patuline

retrouvées dans

Champignons Mycotoxine Matiéres primaires

Aspergillus Aflatoxine Arachides, coton, riz,
Ochratoxines A haricots, lait, tissus
Patuline animaux, ensilage.

Fusarium Trichothécénes Blé, mais, orge, riz,
Zéaralénone seigle, avoine, noix.
Fumonisines

Penicillium Patuline Fruits, jus de fruits,

Ochratoxines A

Citrinine

blé, riz, fromage,

noix, ensilage.

Byssochlamys

Patuline

Fruits et jus de fruits,

ensilage.

1.2 Les classes des mycotoxines
1.2.1 les Aflatoxines

Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire (312 a 330), tres peu solubles

dans I’eau et trés solubles dans les solvants organiques (AFFSA, 2009).

Elles sont produites par des moisissures du genre Aspergillus notamment Aspergillus flavus et
Aspergillus parasiticus. Les plus courantes dans la chaine alimentaire sont I’AFB1 ainsi que
I’aflatoxine B2 (AFB2), I’aflatoxine G1 (AFG1) et I’aflatoxine G2 (AFG2) (Firmin, 2011).

Selon la société de ’ARAA, 2019, les aflatoxines contaminent différents produits agricoles,
comme les céréales, les oléagineux (les arachides), les épices, les noix et aussi le lait. Cette
contamination intervient lors de la production ou encore pendant la manipulation ou lors de
stockages. Elles seraient la cause des nombreux cas de cancer, de malnutrition et du retard de
croissance chez les enfants, ce qui affecte la disponibilité des produits alimentaires pour la

population et par ricochet la sécurité alimentaire.
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Figure 4 : Structure chimique de I’ Aflatoxine B1 (AFB1) (Diakite et al., 2017).
1.2.2 les Trichothécénes

Les trichothécénes sont des mycotoxines produites par de nombreux Fusarium dont les
principaux sont Fusarium graminearum et Fusarium culmorum. Ces mycotoxines sont
classées en 4 groupes A, B, C, D. Dans I’alimentation, les plus fréquemment retrouvées sont
le nivalénol (N1V), le déoxynivalénol (DON), les toxines T2 et HT2 (Heit, 2015).

La déoxynivalénol est la mycotoxine la plus abondante des trichothécenes du groupe B. Cette
toxine appelée aussi vomie toxine qui provoque des effets tératogenes, neurotoxigues,

embryotoxiques et immunosuppressives (Lahouar, 2016).

Elles se retrouvent dans les produits bruts comme les grains mais peuvent aussi se retrouver
dans les produits transformés comme la farine, la semoule et les céréales. Les trichothécenes
sont également phytotoxiques. Ils causent des nécroses ainsi qu’une perturbation de la
germination des graines. Le DON est considéré comme un facteur de virulence permettant
I’extension de la maladie d’un épillet a ’autre durant I’infection de la plante (Andujar,

2011).

Figure 5 : Les Trichothécénes T2 3
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1.2.3 La Zéaralénone

La ZEA est une mycotoxine cestrogénique non stéroidienne, issue du métabolisme secondaire
de nombreuses especes de champignons tels que: Fusarium graminearum, Fusarium
culmorum et Gibberella zeae. Ces champignons colonisent les cultures céréaliéres plein
champ et produisent leurs toxines principalement avant la récolte et apres la récolte, lors de
mauvaises conditions de manipulation, séchage et stockage des céréales (Koraichi, 2012).

La ZEA induit des effets cestrogéniques sur les mammiféres et perturbe la conception,
I’ovulation, I’implantation et la viabilité de feetus. Outre son activité ostrogénique, la ZEA

possede une activité anabolisante (Bravin, 2008).

OH O CHgs
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O

Figure 6 : la structure chimique de ZEA*

1.2.4 L’Ochratoxines A

L’ochratoxine est une acide organique ayant une masse molaire de 403,8 g/mol, qui est
soluble dans les solvants organiques polaires (alcools, cétones, chloroformes) mais faiblement
solubles dans I’eau et insolubles dans les éthers de pétrole (EI Khoury, 2007).L’OTA
produite par Penicillium verrucosum, Aspergillus ochraceus et Aspergillus niger. Ce dernier
produit 1’ochratoxine a une température optimale entre 20 et 25°C. Cette mycotoxine résulte

de la condensation d’un résidu phénylalanine et d’un dérivé isocoumarinique (Boudih, 2011).
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Figure 7 : Structure chimique de 1’Ochratoxines A 5
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1.2.5 Patuline

Les champignons qui métabolisent ce toxique sont trés nombreux : Penicillium expansum,
Aspergillus clavatus et Byssochlamys nivea qui ne produit pas que 1’acide byssochlamique.
Par ailleurs, la Patuline comme les aflatoxines et d’autres mycotoxines, a été indiquée par un

contaminant toxique et cancérogéne (Dupaigne, 1978).

En effets, elle est capable de se développer a des différentes températures entre 0 et 30°C. La
patuline se trouve dans les fruits et les végétaux et elle est détectée aussi dans les céréales.
Elle provoque également des dommages oxydatifs et affecte le systéme hormonal et

immunitaire chez ’homme (Houissa, 2020).
1.3 Les facteurs influencant la présence des mycotoxines

La production des mycotoxines est conditionnée par divers facteurs d’ordre physique et

chimiques:
1.3.1 Les facteurs physiques
A. La Température

La température est un facteur physique prépondérant qui joue un réle sur la croissance des
moisissures. La plupart des champignons filamenteux sont mésophiles avec une croissance
optimale varient de 25°C a 35°C (El Khoury, 2007).

La température optimale de la toxinogénése est légérement inférieure a la température de
croissance comme par exemple Aspergillus flavus et Aspergillus ochraceus autour de 30°C
(Royer et Tap, 2004).

B. Activité de I’eau (Aw)

Les microorganismes ont besoin d’utiliser 1’eau disponible dans les aliments pour assurer la
croissance en particulier sur la germination des spores et la croissance des mycéliums. Les
champignons appartenant aux genres Aspergillus et Penicillium sont généralement xérophiles
et capables de se développer a des teneurs de 0,7 qui vont contaminer les aliments pauvres en

eau comme les céréales au stockage et les fruits secs (Lahouar, 2016).

Au contraire, le genre de Fusarium est considéré comme des moisissures de champ puisqu’il

se développe dans une humidité importante supérieure & 0,9%. Ce principe n’est pas fixe et
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c’est pour cela Fusarium produisent les mycotoxines dans des conditions durant le stockage
(Ahmadou, 2019).

C. Présence d’oxygéne dans le milieu

Les moisissures sont des microorganismes aérobies stricts. Elles ont besoin d’oxygéne pour
leur développement. Par conséquent, la croissance des moisissures est peu affectée de la

teneur en oxygene plus faible que celle de I’atmosphére (Makhlouf, 2019).

1.3.2 Facteurs chimiques
D. LepH

Le pH influence le développement de plusieurs espéces de moisissures, car la croissance
mycélienne et la germination des conidies sont restreintes a une certaine gamme pour chaque
espece. Cette gamme de pH peut étre large ou restreinte en fonction des especes, par exemple
Fusarium graminearum et Fusarium culmorum peuvent croitre sur des milieux dont le pH

respectivement entre 4 et 10 et entre 4 et 7 (Dossa et al., 2019).
E. Lanature de substrat

La composition qualitative et quantitative du substrat peut influencer I’expression du pouvoir
de sécrétion des toxines. En effet, un taux élevé de sucres et de lipides est favorable a la
toxinogénese. Les ceréales et les oléagineux, plus riches en sucres et en lipides sont
généralement plus favorables a la production de mycotoxines que les substrats a forte teneur
en protéines. La production des aflatoxines par Aspergillus flavus est favorisée par certains

sucres comme le glucose, le mannose, le fructose et le saccharose.

Le fer, le zinc et le cuivre ont été testés sur la production d'aflatoxines et d'Ochratoxine grace

a leur rdle de catalyseurs dans la peroxydation des lipides (Ciuma et al., 2022).

2. Patuline
2.1 Définition
La Patuline (PAT) a été découverte par Waksmann et Horning en 1943, dans le filtrat de
culture d'Aspergillus clavatus. Puis isolée pour la premiere fois a partir de colonies de
Penicillium griseofulvum aussi nommé P. patulum (Birkinshaw et al., 1943).
La PAT est un métabolite secondaire élaborée par de nombreuses espéces : Penicillium

expansum, P. granulatum, Aspergillus clavatus, A. giganteus, A. terreus, Byssochlamys
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nivea et de B. fulva.... Elle a plusieurs dénominations : Clavacine, Claviformine, Clavitine,
Expansine, Pénicidine et mycoin C3 (AFFSA, 2009).

En 1956, le professeur Brian et ses associés ont identifié pour la premiere fois des produits
alimentaires naturellement contaminés par la Patuline en utilisant des méthodes
antimicrobiennes. La Patuline n'était pas détectable sans analyse. Le jus qui le contient n'a pas
de godt ni modification d’aspect (Deshpande, 2002).

Ses propriétés antibiotiques contre les bactéries Gram-négatives et Gram-positives font
conduire a l'utilisation initiale de la Patuline en médecine humaine et vétérinaire. Le sien est

maintenant suspendu en raison de sa neurotoxicose.

2.2 Caractérisation et identification des moisissures productrices de Patuline

La production des mycotoxines est limitée par certains champignons filamenteux et au sein
d’une méme espece. En ce qui concerne la patuline, cette derniére est élaborée comme une
métabolite secondaire par une large micromycete appartenant particulierement

aux :Penicillium expansum, Aspergillus clavatus et (Borkowska et Escoula, 1977).
2.2.1 Penicillium expansum

Penicillium expansum est une espéce répandue cosmopolite, pouvant se retrouver dans le sol
et I’air. En outre, ce champignon capable d’infecter les fruits a pépins tels que la pomme et le
poire, bien que les fruits a noyau comme cerises, prunes, et les légumineuses par exemple les

arachides et feves (Tannous, 2015).

La température optimale pour le développement de Penicillium expansum est 25°C et
maximum prés de 35°C parce qu’il est champignon psychrophile. En outre, 1’activité
minimale pour la germination était 0,82-0,83%. Par contre, pour la production de patuline, la

température environ 25°C et le pH optimum de 5a 7 (Ostry et al., 2004).
2.2.2 Aspergillus clavatus

Ce champignon filamenteux est particuliérement développé sur I’orge pendant le maltage ou
la température est élevée environ 42°C, cette espéce se trouve dans les céréales, le blé, la

farine, et le pain (Hocking, 2006).
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Aspergillus clavatus est responsable des Iésions d’hyperkératose chez les porcs. Par ailleurs,
cette moisissure était connue comme productrice d’un antibiotique : la clavacine ou bien

clavatine (Jacquet et al.,1963).

2.2.3 Byssochlamys nivea

Byssochlamys nivea ou appelé Paecilomyces niveus est une espéce thermophile qui se
développe dans une température optimale de 35°C. Ce champignon est résistant a des
conditions anaérobies (Percebois et al., 1975).

Cette espéce de Byssochlamys est responsable de l'altération et de la dégradation des fruits et
des ensilages et peut également étre considérée comme la principale source de contamination

de pomme, d’ananas, d’orange et de tomate (Puel et al., 2005).

Tableau 2 : la taxonomie de Penicillium expansum, Aspergillus clavatus et Byssochlamys

nivea
Espece Penicillium Aspergillus clavatus | Byssochlamys nivea
expansum (Rosario | (Naturelle, 2019) (INPN, 1971)
et al., 2020)
classification
Regne Fungi Fungi Fungi
Division Ascomycota Ascomycota Ascomycota

Sous- division Pezizomycotina Pezizomycotina Pezizomycotina

Classe Eurotiomycetes Eurotiomycetes Eurotiomycetes

Sous- classe Eurotiomycetidae Eurotiomycetidae Eurotiomycetidae

Ordre Eurotiales Eurotiales Eurotiales

Famille Trichomocomaceae | Trichomocomaceae | Trichomocomaceae

Genre Penicillium Aspergillus Byssochlamys

Espece Penicillium Aspergillus clavatus | Byssochlamys nivea
expansum

19




Chapitre 2 Les mycotoxines et la Patuline

Tableau 3 : Les principaux caractéres morphologiques de Penicillium expansum, Aspergillus

clavatus et Byssochlamys nivea °

Espece

Caractéres macroscopiques Caractéres microscopiques
Penicillium -Sur le milieu CYA : -Les conidiophores sont portés par des
expansum o hyphes isolées ou en groupe a paroi

Thalle de 30-40 mm de diamétre, y

o . isse.
plissés avec mycélium blanc ou vert
foncé. -Les conidies sont ellipsoides, vert terne

. ou brun orangé a cannelle.
-Sur milieu MEA :

Le diamétre de thalle est 20-40 mm
a texture lisse, quelques isolats
veloutés de couleurs gris, vert ou

orange.

Figure 8: Aspect macroscopique de Figure 9 : Aspect microscopique de Penicillium

Penicillium expansum (Tannous, 2015). expansum.

- a) Penicillium expansum avec une
b) Thales et revers de la culture sur milieu ) P

7
CYA, pendant 7 jours & 25° C. langueur de 10 um
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Aspergillus
clavatus

Les colonies grises a verdatres avec
des revers incolores a brun de 1,5 a

3 mm de longueur sur le milieu M2.

Figure 10 : Aspergillus clavatus.

A) Les colonies aprés 7 jours a 25°C sur le
milieu CYA (Mokobi, 2021).

-Tétes conidiennes sont bleu vert a vert-

olive.

-Les conidiophores a paroi lisses, fines
et incolores qui se terminent par une

vésicule renflée.

Figure 11 : Aspect microscopique d’Aspergillus

clavatus ®

Byssochlamys

nivea

Sur le milieu M2, les colonies sont
de couleur blanche-créme avec un
mycélium ras et granuleux en

surface de la culture.

Figure 12 : Les colonies de Byssochlamys

nivea °

-Des  ascospores
globuleuses, lisses.

elliptiques  ou

-Des conidies en chaine persistantes

elliptiques, lisse formé a partir de
phialide a col allongé, raides.

-Des aleurioconidies solitaires,
sphériques.

Figure 13:Byssochlamys nivea (Hoff et al.,
2004).

a) Culture sur un milieu riche en
nutriment,

b)  Asque contenant des ascospores.
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2.3 Structure chimique de Patuline

La patuline est un contaminant franchement toxique, sa structure chimique a été proposée par
Raistrick, 1943(figure3 ), la PAT est une lactone hétéro cycline insaturée de poids moléculaire
154,1 g /mol (Catana et al., 2010), et de formule empiriqueC7HesO4 répondant a la structure,

sa dénomination compléte est : 4,6-dihydro-4-hydroxy-2H-furo [3,2-c] pyranne-2-one.

Sa biosynthése est formée par la condensation de trois molécules de malonyl-CoA et d'une

molécule d'acétyl-CoA (acteur majeur du cycle de Krebs) (Tannous, 2015).

O-——CH(OH)
C=CH

H,C
= D

Nt T

Figure 14 : Structure moléculaire de la Patuline (Stachel, 1963).

2.3.1 Propriétés physico-chimiques de la Patuline
La patuline forme des cristaux incolores avec des sections transversales rhombiques ou
prismatiques, présente un point de fusion 111°C, c’est une substance neutre (Trucksess et
Tang, 1999), soluble dans l'eau et la plupart des solvants organiques tels que éthanol,
méthanol, acétone, acétate d'éthyle, éther et chloroforme. Par contre, totalement insolubles
dans les élévateurs organiques non polaires tels que le benzene ou I'éther de pétrole
(Ciegler, 1977).
Car il est soluble dans l'eau, la PAT a la capacité de se propager des parties pourries du fruit
aux parties apparemment saines (Bandoh et al., 2009). 1l est stable en milieu acide quelle que
soit la température, en revanche, il devient inactif en milieu alcalin (Brackett et Marth,
1979).
La Patuline s'est avérée tres instable et est progressivement détruite en présence du dioxyde de
soufre pendant le stockage (Tabatabaie et al., 2010), protéines contenant du soufre tel que le
glutathion, la cystéine et les acides thioglycolique, acides organiques principalement
ascorbiques (Drusch et al., 2007). Cette forte dégradation est due a la forte réactivité du

groupement lactone de la Patuline.
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2.4 Toxicité de la Patuline
2.4.1 Toxicité aigué
A surtout été étudiée chez le rat, C’est par sa neurotoxicose que l’intoxication aigué a la
Patuline se distingue. Les signes d’une atteinte nerveuse sont peu spécifiques : convulsions,
hyperesthésie, tremblements, agitation et paraplégie (AFSSA, 2009 ; Brochard, 2009).
Une perturbation des sécrétions des hormones thyroidiennes et stéroidiennes a aussi été
rapportée. Certains composeés tels que la cystéine liée a la patuline peuvent éliminer ses effets

toxiques (Ciegler et al., 1976).

2.4.2 Toxicité chronique

Concernant la toxicité chronique, les études chez les animaux ont permis de mettre en
évidence une perte pondérale, des cedémes pulmonaires associés a une dyspnée, des
perturbations rénales et gastro-intestinales. En plus de ses propriétés neurotoxiques (Schebb

et al., 2009), nous distinguons d‘autres propriétés toxiques :

a) Genotoxicité

La Patuline est suspectée d'étre génotoxique, a sa forte réactivité vis-a-vis des nucléophiles
cellulaires. Elle réagit rapidement avec le groupe sulfhydryle dont la vitesse de réaction est
lente avec la fonction amine et rapide avec protéines et glutathion, jusqu'a trois molécules de

glutathion peuvent étre combinées avec des molécules de Patuline (Gauthier, 2016).

b) Pouvoir cancérogéne et cytotoxique
La Patuline est aussi cancérogene, mutageéne, et cytotoxique .Ces propriétés sont attribuées au
caractére clastogéne de la Patuline, c'est-a-dire sa capacité a provoquer des ruptures dans les
brins d’ADN et induire des micronoyaux contenant des fragments non centrés (AFSSA,
2009). En revanche, sa cancérogénicité n’est pas établie, elle a été classée dans le groupe 3 du

CIRC (Gauthier, 2016).

¢) Immunotoxicité
De nombreuses études in vitro montrent que la Patuline inhibe de multiples fonctions des
macrophages par la diminution de I’ATP. Ainsi, Sorenson et ses collaborateurs (1986) ont
observés que la synthése des protéines était inhibée dans des macrophages alvéolaires de rat
exposés in vitro et que la fonction membranaire était aussi empéchée par la Patuline. Dans les

mémes cellules de souris, il a été confirmé que la toxine diminuait significativement la
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formation de radicaux oxygénés (O2), la fusion phagosome-lysosome et I’activité des

lysosomes (Brochard, 2009).

2.5 Procédés de prévention et de réduction des mycotoxines dans les produits

alimentaires

Il est important de noter que les moisissures produisant les mycotoxines peuvent se
développer sur diverses cultures et denrées alimentaires et peuvent y pénétrer profondément:
elles ne poussent pas qu’en la surface. Selon POMS (2018), Le systéme biologique contre les

mycotoxines doit se concevoir a trois niveaux de la production :
2.5.1 La lutte avant la récolte

Dans les climats chauds et humides, de nombreuses régles doivent étre suivies pour maintenir
la fertilité du sol et donc aider a éviter la prolifération des spores et la production ultérieure
des mycotoxines. Voici quelques techniques actuellement utilisées selon Quellien (2002) :

- Assurer a la récolte sur pied de bonnes conditions écologiques (irrigation suffisante,
apport de minéraux...) et éviter les conditions €cologiques favorables a 1’infection
fongique.

- Eviter les résidus de plants intoxiqués afin d’empécher le risque de contamination &
la récolte suivante ou aux autres plants.

- Utiliser des traitements chimiques pour prévenir I’apparition de moisissures.

- Utilisation des fongistatiques inhibant la croissance des moisissures et empéchant la

toxinogenese.
2.5.2 La lutte au moment de la récolte

Pendant cette période, deux facteurs sont a contrbler : le lavage et le séchage. Selon
I’Organisation des Nations Unies pour I’Alimentation et I’Agricultures, 1979. Les

méthodes sont nombreuses et variées selon le type de produit :

- Récolter a pleine maturité.

- Eviter les dégats mécaniques aux produits durant la récolte.

- Sécher immédiatement la récolte, en tenant compte du fait que le séchage au soleil en
présence d’une forte humidité est susceptible d’entrainer I’infestation de la récolte par

des moisissures.
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Eviter que la récolte ne se ré humidifie pendant ou aprés le séchage, en assurant une
protection appropriée contre la pluie pendant le séchage au soleil et en évitant la forte
humidité que provoque I'utilisation de baches sur laquelle la vapeur d’eau se condense

lorsque la température baisse pendant la nuit.

2.5.3 La lutte apres la récolte

D’aprés le  Journal Officiel de I’Union Européenne, 2006, les procédures appliquées au

cours de la période d’entreposage sont trés importantes pour éviter ’exposition des

consommateurs aux mycotoxines ; ces procédés doivent étre simples a mettre en ceuvre et peu

co(iteux :

Pour les denrées ensachées, s’assurer que les sacs sont propres et secs et les empiler
sur des palettes ou intercaler une couche imperméable a I’eau entre les sacs et le sol.
Aérer si possible les céréales en faisant circuler de I’air dans la zone d’entreposage
pour maintenir une température appropriée et uniforme dans toute cette zone.
Contrdler régulierement la teneur en eau et la température dans les céréales stockées
durant I’entreposage. Une mauvaise odeur peut signifier que les grains sont en train de
se rechauffer, notamment si le lieu d'entreposage est clos.

Mesurer la température des céréales entreposées a des intervalles déterminés pendant
I’entreposage. Une hausse de température peut indiquer un développement microbien
et/ou une infestation par les insectes.

Séparer les parties apparemment infectées des céréales et envoyer des échantillons
pour analyse. Ensuite, abaisser la tempeérature des céréales restantes et aérer.

Eviter d’utiliser des céréales contaminées pour la production d’aliments destinés a la
consommation humaine ou animale.

Utiliser de bonnes méthodes d’entretien afin de réduire au minimum la présence
d’insectes et la formation de moisissures dans les entrepots. On utilisera notamment
des insecticides et des fongicides appropriés et agréés ou d’autres méthodes adaptées.
L'utilisation d'un agent de conservation approprié et agréé (par exemple des acides
organiques tels que I’acide propionique) peut se révéler bénéfique pour les céréales
destinées a ’alimentation animale. L'acide propionique et ses sels sont fongistatiques
et sont parfois utilisés pour conserver les grains récoltés humides en évitant qu’ils ne

s’échauffent ou moisissent avant leur traitement ultérieur.
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- Ces produits doivent étre appliqués rapidement au moyen d'un équipement adéquat de
maniere & obtenir une répartition uniforme dans la totalité du lot a traité tout en
garantissant la sécurité de l'opérateur.

- Si les grains sont traités aprés une période d'entreposage humide, la présence de I'agent

de conservation ne constitue pas une garantie de non-contamination des grains.
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Chapitre 3 Extraction, purification et détection de la Patuline

1. Extraction et purification de Patuline

La Patuline se recherche dans nombreux aliments tels que les fruits, les jus de fruits ou les
légumes ; les teneurs maximales admissibles de Patuline sont illustrées dans le tableau 3
(Capinov, 2022) .Ce qui en matiere d’analyse correspond a une multitude des matrices

complexes.

Le protocole d'analyse de la Patuline est composé des étapes préliminaires a partir de
préparation de I'échantillon : Broyage, centrifugation, extraction en milieu organique et
extraction  liquide-liquide  pour  obtenir  I’extrait sec de la  Patuline.
Sachant que les parois cellulaires des fruits sont un mélange complexe de cellulose,
d'’hemicellulose, de pectine et de protéines, des molécules de taille inferieure a 0,5 um, la PAT
peut étre retenue dans le réseau pectine (Funes et Resnik, 2009). Une procédure de
dépectinisation est essentielle dans certains cas pour détruire le filet de pectine et améliorer la
récupération de Patuline existant dans les matrices solides ou semi-solides (Boonzaaijer et
al., 2005; Spadaro et al., 2007)

D’autre part, une extraction phase solide (EPS) qui est introduite comme une méthode
polyvalente pour supplanter les étapes conventionnelles d’extraction liquide-liquide, elle est
basée sur deux étapes: la premiere étape est effectuée sur la colonne Cig, suivie d’une

deuxiéme purification sur colonne de silice (Boonzaaijer et al., 2005).

L’analyse de Patuline étant une analyse de traces, il est de plus en plus recommandé de
procéder a une étape de concentration de 1’extrait pour utiliser dans les analyses de détection

et dosage.
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Tableau 4 : Les teneurs maximales de Patuline dans différentes denrées alimentaires selon
Capinov (2022).

Teneur maximale en

Patuline (g/Kg ou ppb)

Jus de fruits et boissons spiritueuses. 50

Produits a base de morceaux de pommes (compotes,| 25
purées de pommes).

Produits pour les enfants en bas age et les nourrissons (jus | 10
de pommes, compotes de pommes).

2. Détection et dosage de I’agent pathogene

Afin d’obtenir I’extrait de la Patuline, on le dissout dans 300 ul de mélange méthanol-eau
(80/20 ; viv). Pour le dosage de cette mycotoxine l'une des méthodes suivantes HPLC, CPG

ou CCM est utilisée :

2.1 Chromatographie liquide a haute performance (HPLC)

Les couplages a des détecteurs ultraviolets (UV), a fluorescence (FD) sont aujourd'hui des
techniques de référence les plus utilisées. 1l permet d'atteindre des seuils de détection trés bas
(environ 10ng/kg) grace au couplage a la méthode fluorimétrique. Cette technique a été
adoptée comme méthode officielle par I'’AOAC, dans lesquelles I'échantillon a analyser est
pousse par un liquide (phase mobile) a travers une colonne chromatographique remplie d'une
phase stationnaire de petite taille de particules. L'augmentation de la pression dans le systeme
est due au débit éleve de I'éluant (Driehuis et al., 2008 ; Monbaliu et al., 2010 ; Tannous,
2015).
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Colonne contenantla phase stationnaire

Chromatogramme

Injecteur

—@

™
) -
Echantilloncontenantdes composés
AG et C

Sohant(Phase mobile) Y
2

Pompe Détecteur

Déchets

Figure 15 : La chromatographie en phase liquide a haute performance 10

2.2 Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

couplée aux détecteurs a ionisation de flamme (FID), détecteur de capture d'électrons (ECD)
et spectrométrie de masse (MS) en utilisant de la Patuline sillée (Moukas et al., 2008),la PAT
non dérivé a été déterminée dans les jus de pomme et de fruits par cette méthode (CG-MS) en
mode ionisation chimique négative (Roach et al., 2000) méme si la méthode CG-MS soit tres
sensible, elle nécessite souvent une dérivatisation de la Patuline avant son analyse.

Le mélange a étudier est vaporisé a I'entrée de la colonne contenant la phase stationnaire
(liquide ou solide). Il est ensuite transporte a travers de la colonne a l'aide d'un gaz vecteur
(phase mobile). Les différents composés du mélange vont se séparer et quitter la colonne un

par un selon leur affinité avec la phase stationnaire (Jackson et al., 1996).
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détecteur DIF
/

régulateur de débit_

Air H H
2 ¢ colonne ||

exploitation

™~ gaz vecteur des données

N\

gaz pour DIF

Figure 16 : Schéma descriptif d’une chromatographie en phase gazeuse 1

2.3 Chromatographie a couche mince (CCM)

La méthode officielle de I'AOAC pour lI'analyse de la Patuline par CCM a été validée selon les
études réalisées par Scott et leurs collaborateurs en 1974. 1l est constitué d'une phase
stationnaire comprenant une fine couche de matériel absorbant (gel de silice) immergée dans
un liquide (phase mobile) composé d'un solvant qui separer les molécules dans la colonne de
chromatographie.

La détection se fait par pulvérisation 3-Méthyle-2-benzothiazolinone hydrazine (MBTH). La
technique est a nouveau utilisée pour partie d'autres études visant a quantifier la PAT
alimentaire (Martins et al., 2002; Welke et al., 2009). Cette technique est peu codteuse,
facile a manipuler et permet un criblage rapide de plusieurs échantillons. Cependant, elle est

peu sensible et donner des résultats moins précis que I’HPLC et CPG (Houissa, 2020).
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Phase vapeur > (V) < Phase stationnaire
| (silice vierge ou greffée, alumine...)

Cuve & | < Plague CCM
| | (verre, aluminium...)

Phase liquide
(mélange de solvants)

Figure 17 : La chromatographie sur couche mince 12

3. Quelques travaux sur I’extraction et la production de patuline

3.1 Extraction et détection de la patuline dans la pomme par Penicillium expansum

L’étude a été mise au point par Tannous, en 2015, dans un objectif de confirmer
I’implication de la Patuline dans le processus d’infection des pommes par deux souches de
Penicillium expansum. Il agit a titre de facteur de virulence plutét que de facteur de

pathogenicité.

3.1.1 Matériel et Méthodes

La souche fongique utilisée dans le cadre de cette analyse est la souche NRRL 35695

(Agricultural Research Service Culture Collection) de Penicillium expansum.

Les echantillons sont des pommes de table (au couteau) de deux variétes ; Marie Ménard et

Frequin Rouge.

La Patuline est extraite a partir des broyeurs de pommes entieres, infectée par P. expansum et
incubée avec 150 pl de pectinase et 10 ml d’eau. Apres incubation, le surnageant est prélevé
par une centrifugation (5 min a 4500 rpm). Il a ensuite été mis en macération dans 50 ml
d’acétate d’éthyle pendant une journée. Lors de la phase suivante, la phase organique est
récupérée et concentrée sous vide en utilisant un rotavapor. L’extrait sec a été pris en 300 pl

d’un mélange méthanol-eau (80/20 ; v/v) pour réaliser les analyses en HPLC.
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3.1.2 Résultats

Analyse de la production de Patuline dans les pommes

Les analyses de la production de la Patuline dans les deux variétés des pommiers ont fourni

les résultats suivants ;

Les pommes infectées par la souche sauvage de P. expansum NRRL 35695 ont présenté des
teneurs plus ou moins importantes de la patuline, ainsi qu'une disproportion entre les variétés
des pommes. Par ailleurs, la variété de Frequin Rouge a €té la plus favorable a la production
de la Patuline par cette souche, du douziéme aux quatorziémes jours d’incubation ou la
quantité de la Patuline a été estimée a 12ug/g. Au cours de la douziéme période d’incubation,
la quantité de la Patuline est graduellement réduite au fil du temps jusqu'a 1 pg/ g en raison
du vieillissement de la souche de Penicillium et de I’impossibilité de produire des quantités

suffisantes de la Patuline.

Par contre, la variété de la pomme a couteau Marie Ménard était significativement moins
propice a la production de Patuline par P. expansum avec des teneurs de Patuline qui étaient
de I'ordre 7ug/g de pomme aprés deux semaines d’incubation dans un milieu PDA non

renouvelable et ensuite diminué au cours des derniers jours d’incubation.

14
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E. 4 | ® Frequin Rouge
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
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Figure 18 : Histogramme représente les teneurs en Patuline exprimées en pg/g dans la variété de Marié Ménard

et Frequin Rouge de pommes infectée par la souche de P. expansum 35695 13
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Figure 19 : Chromatogramme HPLC de la Patuline standart (Tannous, 2015).

3.2 La production de patuline par Byssochlamys nivea

Ce travail est réalise par Dombrink-Kurtzman et Engberg, 2006. Pour un but d’extraction
et détection de la Patuline par deux souches de Byssochlamys nivea (NRRL 32565 et NRRL
35592), contaminant le jus de fruits qui sert comme un excellent substrat pour la croissance de

B. nivea, suivie parla production de la mycotoxine Patuline.

3.2.1 Matériels et Méthodes

Les souches impliquées dans ce travail sont les suivantes :

NRRL 32565 et NRRL 35592 de Byssochlamys nivea. Les isolats utilisés dans I'étude

provenant du jus de fruits sont conservés dans NRRL.

Le protocole repose sur I’extraction d’échantillons filtrés au moyen de colonnes d’extraction
en phase solide (SPE) avec un collecteur sous vide. Avant I'usage, les colonnes étaient
remplies de I’H2O. Apreés cela, les échantillons sont chargés dans les colonnes SPE, qui ont
été rincés avec bicarbonate de sodium a 1% puis avec 1’acide acétique et séchées avant étre
¢luées avec l’acétate d’éthyle a 10%. Les flacons ont été eévaporés a sec sous l’azote a
température ambiante. La solution de la patuline est diluée dans 25 ml de ’acétate d’éthyle et

conservée a 20°C pour les analyses HPLC.
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3.2.2 Résultats

Les quantités minimales de la Patuline ont été détectées a 5 jusqu'a 14 jours apres
I’incubation. Tandis que, la production maximale de la Patuline produit a 10 jours

d’incubation.

Le niveau le plus élevé de la Patuline est marqué dans la souche NRRL 32565 de
Byssochlamys nivea ou il a atteint 350 ug/ml du cinquiéme aux dixiémes jours d’incubation.
Ensuite, cette quantité de la Patuline est diminuée rapidement qui peut étre absente dans le

quatorziéme jour.

Par contre, la production maximale de la Patuline chez la souche NRRL 35592 est détectée
pendant 5 jours aprés I’incubation qui a été estimée a 200 pg/ml, aprés quoi elle a disparu
dans le dernier jour d’incubation car cette espéce est dégradée la Patuline en tant substrat

pour sa croissance.

400

350

w
o
o

N
(O]
o

== NRRL 35592
=—NRRL 32565

Patuline (ug/g)

123456 7 8 91011121314
Temps (Jours)

Figure 20 : Courbe graphique exprime les différentes teneurs de la production de Patuline par la souche NRRL

32565 et NRRL 35592 de Byssochlamys nivea 14
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3.3 Discussion

Les résultats de ces travaux indiquent des concentrations de Patuline trés différentes selon les
matiéres contaminées par la souche de P. expansum NRRL 35695 et les deux souches de
Byssochlamys nivea (NRRL 32565 et NRRL 35592).

La comparaison entre les deux especes montre que les souches NRRL 32565 et NRRL 35592
de Byssochlamys nivea présentent des taux de Patuline plus élevés (350 et 200 pg/g
respectivement) pendant la premiere période d’incubation, avec un déclin de la production de
Patuline jusqu’a son absence au bout de 10 jours d’incubation dans un bouillon PDA

renouvelé par des acides aminés (arginine et lysine).

En contrepartie de I’analyse, la variété de Mari¢ Ménard et Frequin Rouge de la pomme sur
lesquelles le champignon a produit les quantités de Patuline plus faible environ 7 et 12ug/g

de la pomme respectivement aprés deux semaines d’incubation sur le milieu PDA.

Cette constatation d’une différence d’accumulation de Patuline parmi les variétés de
pommiers n’est pas une nouveauté. Cependant, plusieurs auteurs ont remarqué dans leur étude
une accumulation de Patuline plus importante chez les pommes de Frequin Rouge que chez

les pommes de Marie Ménard.

Ces reésultats révelent que les souches de B. nivea peuvent étre des agents plus importants
responsables de la présence de Patuline par I’altération des produits fruitiers car elles
produisent des ascospores résistant a la chaleur capable de se développer a un pH faible de

seulement 2.

Le protocole d’extraction, de purification et de détection de la Patuline utilisé dans ces
pratiques est semblable chez les deux espéces de Byssochlamys nivea et Penicillium
expansum, mais la quantité de la production de Patuline n’est pas la méme. On constate que la
méthode fournissant les valeurs importantes de la Patuline est la méthode de Dombrink-
Kurtzman et Engberg, parce qu’il s’agit d’un processus efficace et répandu qui nous
apporte de nombreux avantages dans les différents domaines d’utilisation de la Patuline dans

le secteur médical, pharmaceutique et industriel.
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Conclusion

A tous les stades de la production agroalimentaires depuis les champs jusqu’a I’assiette des
consommateurs, les moisissures sont susceptibles de se développer et produire des toxines
dans des conditions favorables notamment I’humidité et la température. La contamination des
fruits et des légumes peut avoir lieu avant ou dans le stockage par des moisissures qui

diffusent dans la masse de 1’aliment.

Malgré que les mycotoxines sont toxiques. La patuline est entrainée son introduction en
thérapeutique vétérinaire et humaine. Elle fut utilisée avec succeés dans la brucellose bovine et
contre les agents des rhumes et bronchites, mais sa neurotoxicité I’a fait abandonner chez
I’homme (AFFSA, 2009).

Par conséquent, on a proposeé des régles pour empécher la production des mycotoxines afin de
garantir que les fruits et les legumes sont sans danger. Pour cela, il faut conseiller au

consommateur :

e Nettoyer les fruits et légumes a I’eau de Javel pour éviter la détérioration par des
moisissures et jeter celles qui semblent moisies, décolorées ou flétries.

e Acheter les marques réputées, propre et fraiche dans la mesure du possible, qui ont
grandi dans des conditions défavorables et qui n’ont pas été transportées au cours
d’une longue période.

e Assurer que les aliments sont stockés convenablement et qu’ils ne sont pas entreposés
pendant des périodes prolongées avant leur consommation.

e Suivre un régime alimentaire équilibré, riche en légumes et fruits frais pour rester en

bonne sante et exempt des maladies.

A T’avenir, des études intensives sur les divers usages de la Patuline, notamment dans les
domaines médical et pharmaceutique, seront nécessaires avec la possibilité d’importer tous les
prétextes et les matériels pour dépister les positifs de cette mycotoxine, car il est considéré
comme un antibiotigue dans la lutte biologique contre les maladies chroniques et
dangereuses ; Ainsi que pour maintenir la qualité organoleptique des fruits et légumes contre

corruption.

Finalement, un programme de surveillance des mycotoxines est devenu une priorité nationale
en matiére de protection de la consommation humaine et animale et étrangere généralement

inconscients des effets néfastes provoqués a long terme causés par ces substances.
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