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Résumer

L'ochratoxine A (OTA) et les aflatoxines (AFs) sont des mycotoxines derivees de
métabolites secondaires de champignons filamenteux appartenant aux genres Penicillium et
Aspergillus._Cependant, Aspergillus carbonarius est le principal producteur d'OTA et

d'Aspergillus flavus, A. parsiticus est célébre pour sa capacité a synthétiser I'aflatoxine.

L'OTA et I'aflatoxine se trouvent dans divers types d'aliments et leurs produits. Les
Caractéristiques toxicologiques de I'ochratoxine A et de I'aflatoxine en raison de leurs effets
indésirables existe sur la santé humaine et animale (effets hépatotoxique, immunotoxique,
génotoxiques, tératogenes et cancérigenes) ces deux toxines fongiques ont fait I'objet d'une
attention particuliere compétence avec les organismes internationaux afin de réduire son
occurrence. Ce projet dédié a trouver un moyen de contrdle biologique, qui peut réduire
I'OTA produit par A. carbonarius d'une part et d'autre part réduire les aflatoxines produites,

détoxifiant les matrices alimentaires qui lui sont incompatibles normes.

D’aprés le travail de synthese des principaux résultats et discussion de
plusieurs travaux dans déférents régions, les huiles essentielles (HEs) ont montré une
variation dans le rendement. Les rendements des HEs de C. cyminum et L. nobilis et S.
officinalis sont : 1,08%, 1,13%, 1.36% respectivement. Par contre a Tiaret, Laghouat, Bejaia
le rendement de Mentha spicata est : 1,97%, 1,04%, 1,1% respectivement. Ces résultats sont
variable de chercheur a I’autre et selon la région de I’étude et les conditions favorables.

Aussi une variation trouvée dans les compositions des HEs, ou le cuminaldéhyde
(65,98%) était le composé majoritaire dans I’HE de C. cyminum. L’HEs de L. nobilis a été
dominé par le 1,8-cinéole (35,54%). La carvone était le composé le plus dominant dans I’'HE
de Mentha spicata avec des variations dans le pourcentage en trois régions: la carvone
(63.59%), (49.5%), (48.5%) a Tiaret, Laghouat, Bejaia respectivement. alors que celle de S.
officinalis a été caractérisée par trois principaux composants : a-thuyone (27,5 £ 1,03%),
camphre (25,0 + 1,56%) et 1,8-cinéole (21,9 £ 1,1%). les HEs étaient capables d’inhiber la

croissance de la souche aflatoxinogene et ochratoxinogéne.



Abstract

Ochratoxin A and aflatoxins are mycotoxins derived from secondary metabolites of

filamentous fungi belonging to the genera Penicillium and Aspergillus. However, Aspergillus
carbonarius is the main producer of OTA and Aspergillus flavus, A. parsiticus is famous for

its ability to synthesize aflatoxin.

OTA and aflatoxin are found in various types of foods and their products. The
toxicological characteristics of ochratoxin A and aflatoxin due to their adverse effects exist on
human and animal health (hepatotoxic, immunotoxic, genotoxic, teratogenic and carcinogenic
effects) these two fungal toxins have been the subject of a special attention to competence
with international organizations in order to reduce its occurrence. This project dedicated to
finding a means of biological control, which can reduce the OTA produced by A. carbonarius
on the one hand and on the other hand reduce the aflatoxins produced, detoxifying food

matrices which are incompatible with standards.

Based on the synthesis of the main results and discussion of several works in different
regions, HEs showed variation in yield. The yields of the HEs of C. cyminum and L. nobilis
and S. officinalis are: 1.08%, 1.13%, 1.36% respectively. On the other hand in Tiaret,
Laghouat, Bejaia the yield of Mentha spicata is: 1.97%, 1.04%, 1.1% respectively. These
results vary from researcher to researcher and according to the study region and favorable

conditions.

Also a variation found in the compositions of EOs, where cuminaldehyde (65.98%)
was the major compound in EO of C. cyminum. L. nobilis HEs was dominated by 1,8-cineole
(35.54%). Carvone was the most dominant compound in EO of Mentha spicata with
percentage variations in three regions: carvone (63.59%), (49.5%), (48.5%) in Tiaret,
Laghouat, Bejara respectively. while that of S. officinalis was characterized by three main
components: a-thujone (27.5 £ 1.03%), camphor (25.0 £ 1.56%) and 1,8-cineole (21.9 %
1.1%). EOs were able to inhibit the growth of the aflatoxinogenic and ochratoxinogenic

strain.
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Introduction
Dans le monde, Les mycotoxines sont des substances toxiques pour I’homme et les

animaux, élaborées par des moisissures développées dans les denrées alimentaires (Moreau
et al., 1974). Les intoxications liées a ces substances peuvent se manifester par des syndromes
forts variés : gastro-entérites, hémorragies, convulsions, paralysies. Mais surtout lésions des
reins et du foie; dans certains cas, ces dernieres peuvent se traduire par des cancers. De plus,
L’exposition a ces mycotoxines est a l’origine de toxicités aigués, sub-chroniques et
chroniques en engendrant des effets délétéres sur le systétme nerveux central, 1’appareil
cardiovasculaire, 1’appareil respiratoire, 1’appareil digestif et le systéme urinaire. Elles
peuvent aussi induire des effets hépatotoxiques, mutagénes, carcinogénes, tératogénes et
immunosuppresseurs (Bennet et Klich et al., 2003 ; AFSSA, 2006).

De nos jours, parmi la multitude de contaminants connus, les mycotoxines sont des
substances naturelles produites par le métabolisme secondaire des champignons. Elles
exercent un pouvoir toxique réel pour le consommateur (homme et animal) méme lorsqu’elles
sont présentes en faibles quantités (Eskola et al., 2002; EI khoury et al., 2010; Chen et al.,
2017). Les conditions de contamination par les champignons responsables, leur prolifération,
ainsi que les conditions de production des mycotoxines par ces micro-organismes sont peu
connues.

Actuellement, il existe plus de 300 métabolites secondaires fongiques recensés mais
seule une trentaine posséderait des caractéristiques toxiques préoccupantes (El khoury et al.,
2010). La méme toxine peut étre élaborée par diverses especes fongiques mais pas
obligatoirement par toutes les souches appartenant a une méme espéce (Eskola et al., 2002).
Parmi les métabolites les Plus toxiques, 1’ochratoxine A (OTA) et I’aflatoxine B1 (AFB1)
sont des contaminants majeurs de 1’alimentation animale (volaille, porcs, vaches) et humaine
(chaine alimentaire) par I’intermédiaire des céréales et des farines. L’OTA est la mycotoxine
la plus courante ; elle a été détectée dans les raisins et les produits dérivés, tels que les jus de
raisin, les vins et les fruits de vigne sechés (Aksoy et al., 2007; Visconti et al., 2008).

Par ailleurs, les plantes ont toujours été utilisées comme médicaments. Ces derniers a
base de plantes sont considéerés comme peu toxiques et doux par rapport aux medicaments
pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus intéressées par 1’étude
ethnobotanique des plantes (Dibong et al., 2011). Les plantes médicinales demeurent encore

une source de soins médicaux dans les pays en voie de développement, en absence d’un




systeme médical moderne (Tabuti et al., 2003). Le recours a la médecine a base des plantes
est profondément ancré dans notre culture, car 1’ Algérie est réputée par la richesse de sa flore
médicinale qui comprend des centaines d’espéces végétales. Ainsi qu’elle a un savoir-faire
testé de longue date par nos ancétres. Paralléelement, toutes les cultures et les civilisations de
I’ Antiquité a nos jours dépendent enticrement ou partiellement de la phytothérapie en raison
de leur efficacité, ’accessibilité, la disponibilité, faible toxicité et d’acceptabilité (Akhariayi
et Boboye et al., 2010). Selon 1’Organisation mondiale de la Santé (O.M.S.) en 2008, plus de
80% de la population mondiale repose sur la médecine traditionnelle pour leurs besoins de
soins de santé primaires (Pierangeli et al., 2009). Plusieurs plantes peuvent étre une guerison
de nombreux maux quotidiens qui vont des simples troubles digestifs jusqu’a le traitement des
maladies chroniques comme le cancer, 1’ulcére, le diabéte, les calculs rénaux (Anonyme,
2001).

Les plantes médicinales constituent des ressources précieuses pour la grande majorité
des populations rurales en Afrique, ou plus de 80% de cette population s’en sert pour assurer
les soins de santé (Jiofack et al., 2009). De plus, les produits forestiers non ligneux ont
éveillé un intérét considérable en Afrique au cours de ces derniéres années pour leur

contribution a I’économie des ménages et la conservation de la biodiversité végétale.

L’objectif de ce travail porte sur 1I’étude prophylactique des plantes médicinales contre

les mycotoxines (I’aflatoxine et I’ochratoxine A).

Ce travail est divisé en trois parties, la premiére partie est consacrée a une analyse

bibliographique sur les mycotoxines et les souches produites.

La deuxiéme partie est consacrée sur la détoxification des mycotoxines par

I’utilisation des plantes médicinales dans cette étude.

Dans la troisieme partie présente un travail de synthese des principaux résultats et
discussion de plusieurs travaux dans déférents régions et a la fin on cloture avec une
conclusion.
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1. Généralités sur les mycotoxines
Les mycotoxines sont des métabolites secondaires, toxiques, de faible poids

moléculaire (entre 200 et 10.000 daltons), excrétées par certaines moisissures qui se
développent sur divers produits agricoles sous des conditions environnementales particulieres
(Krska, 2009). A ce jour, 300 a 400 mycotoxines sont connues (Pamel et al., 2010). 1l s’agit
de petites molécules peu solubles dans 1’eau, peu volatiles et difficilement métabolisées par
les organismes vivants. Elles sont tres stables a I’acidité et a la chaleur (Ruppol et al., 2004).
L'origine chimique des mycotoxines est trés diverse, certaines déerivent des polycétoacides
(aflatoxines, ochratoxine, patuline, stérigmatocystine), d’autres des acides aminés (alcaloides
de l'ergot, acide aspergillique, acide cyclopiazonique) et les derniers sont des dérivés

terpéniques (désoxynivalénol, diacétoxyscirpénol, fusarénone (Leclerc et al., 2005).

2. Conditions des toxinogenese

Les mycotoxines peuvent étre produites a tous les stades de la chaine alimentaire
depuis le champ jusqu’au produit fini (Pfohl- Leszkowicz et al.,1999). La sécrétion des
métabolites toxiques par les moisissures dans les aliments dépend de plusieurs facteurs qui
peuvent étre intrinseques (li€ a la souche fongique) ; extrinseques (conditions de

I’environnement).

2.1. Facteurs intrinséques
Les facteurs biologiques peuvent étre liés a I’espece fongique, a la spécificité de la

souche et a D’instabilité des propriétés toxiques (Tableau I). Une méme toxine peut étre
élaborée par différentes especes quelque fois appartenant a différents genres et une méme
espéce peut produire plusieurs mycotoxines. De plus, la présence de plusieurs especes
fongiques sur la méme denrée a généralement un effet dépressif sur la production de toxine.
Cela s’explique d’une part, par la compétition pour le substrat et d’autre part, par le fait que

certaines souches peuvent dégrader la toxine (Le Bars et al., 1987).

2.2. Facteurs extrinseques

La production de mycotoxines par les moisissures est fortement dépendante des
conditions climatiques, notamment de la température et de 1’humidité, mais aussi des
nutriments présents. En effet, diverses conditions doivent étre réunies pour entrainer la
production des mycotoxines le climat, la nature du substrat, les pratiques agronomiques, le
conditionnement des produits, [1’utilisation de produits fongicides, les facteurs

environnementaux (Tableau 01) (Heit,2015).
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Tableau 1: Principaux facteurs influengant la production des mycotoxines dans la chaine
alimentaire (Atoui, 2006).

Facteurs Physiques Chimiques biologiques
-Humidité -CO2 - Stress de plante
-Rapidité de séchage |- 02 - Vecteurs
-Reé-humidification -Nature du substrat invertébrés

-Humidité relative

- Température

- Damage mécanique
- Mélange de grains
- Temps

-Nutrition minérale
-Traitement chimique

- Infection fongique
- Différences entre
les variétés des
plantes

- Différences entre
les souches
fongiques

- Charge en spores
-Systéme
microbiologique

3. L’aflatoxine

3.1. Définition de I’aflatoxine

Les aflatoxines (AFs) sont des métabolites secondaires hautement toxiques

produites par différentes especes fongiques toxinogénes (Aspergillus flavus, A.

parasiticus...) (Wagacha et Muthomi et al., 2008) Elles ont été isolées pour la premiere

fois en Angleterre en 1960, suite a des intoxications dans un élevage de dindonneaux
(Adams et al., 2002 ; Chapeland-Leclerc et al., 2005).

Les recherches menées sur les aflatoxines depuis une trentaine d’années ont établi la

prévalence de deux principaux types d’aflatoxines :

-les aflatoxines du type B.

-les aflatoxines du type G (Schmidt et Esser et al., 1985).

Les aflatoxines du type M, non moins importantes que les premiéres, ont été détectées pour la
premiére fois dans le lait comme meétabolites des aflatoxines du type B. Mais le plus
important dans les produits alimentaires, et le plus potentiellement cancérigéne est I'aflatoxine
Bl (Richard and Lyon et al., 1986).

——
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3.2. Les souches fongiques productrice de 1’aflatoxine
Il existe plusieurs espéces productrices de 1’aflatoxine tell que : A.arachidicola,

A.bombycis, A.flavus, A.minisclerotigenes, A.nomius, A.novoparasiticus, A.parasiticus,

A.parvisclerotigenus, A.pseudocaelatus, A.pseudonomius, A. togoensis, A. mottae, A. sergii.

Deux souches d’Aspergillus sont plus connues pour leur capacité a synthétiser des
aflatoxines :
= Aspergillus flavus, produit principalement 1’aflatoxine B1 et 1’aflatoxine B2 alors
qu’il ne produit habituellement ni d’aflatoxine G1 ni d’aflatoxine G2, bien que
quelques rares exceptions aient été décrites. (Figure 02).
= Aspergillus parasiticus, produit les quatre aflatoxines : B1, B2, G1, G2 (Castegnaro
et Pfohl Leszkowicz et al., 1999) (Figure 03).Plus deux formes supplémentaires : M1

et M2 (qui peuvent étre formées a partir des aflatoxines B et G).

=

_/-L}-\ _ hyphe
T — .

Figure 1 : Structure typique d'un Aspergillus (Varga et al., 2015).
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Figure 2: Aspergillus flavus Figure3 : Aspergillus parasiticus
(El Khoury et al, 2011). (ElI Khoury et al, 2011).

3.3. Structure chimique de I’aflatoxine

Les aflatoxines sont des molécules ne contenant pas d’azote, elles sont synthétisées
uniquement a partir d’acétate par la voie métabolique qui conduit aux stérols. Elles présentent
Une ressemblance trées grande avec certaines hormones stéroides. Ce sont des deérives
coumariniques, de structure extrémement active sur le plan biologique, et elles en possedent la
Fonction lactone. Cette fonction est facilement hydrolysée en milieu alcalin. Elles possedent
un groupement bifurannique qui se retrouve dans beaucoup d’autres toxines mycéliennes, et
qui constitue une structure plane a une extrémité de la molécule. Ce groupement permet des
interactions spécifiques avec certains constituants cellulaires et son ouverture abolit la toxicité

(Frayssinet et Fremy et al., 1999).
-La formule brute de chaque type d’aflatoxine (IARC Monograph et al., 2002) :

AFB1 : formule brute : C17H1206 Masse molaire : 312,3 g/mol
AFB2 : formule brute : C17H1406 Masse molaire : 314,3 g/mol
AFG1: formule brute : C17H1207 Masse molaire : 328,3 g/mol
AFG2 : formule brute : C17H1407 Masse molaire : 330,3 g/mol
AFM1 : formule brute : C17H1207 Masse molaire : 328,3 g/mol
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O O 0) [e) O O
O
O/k GAas OJ\ OCH; OJ\ o OCH,
Aflatoxin Bl Aflatoxin G1 Aflatoxin M1
O O O O O O
[ ¢ ?H(é\‘:é
O)\ OCH; O/I\o OCH; O)\ OCH;
Aflatoxin B2 Aflatoxin G2 Aflatoxin M2

Figure 4: Structure des aflatoxines (Frayssinet et Fremy et al., 1999).

3.4. Propriété physicochimique de I’aflatoxine

Les aflatoxines sont des molécules stables et treés résistantes aux différents procédés de
transformation alimentaire tels la torréfaction, I’extrusion et la cuisson (Marin et al., 2013).
En effet, la décomposition des aflatoxines a lieu a de trés hautes températures qui sont
difficilement compatibles avec les procédés de fabrication ou de transformation des aliments.
Par exemple, I’AFG2 est dénaturée a partir de 237°C, ’AFG1 se décompose entre 244-246°C,
tandis que I’AFBI et I’AFB2 s’avérent étre encore plus résistantes, se décomposant
respectivement a partir de 268-269 et 286-289°C (IARC Monograph et al., 2002) (Tableau
02).
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(00)
| —



Chapitre 1 :

Svnthese bibliographigue

Tableau 2 : Principales caractéristiques des quatre Aflatoxines majeurs (Andrian et al.,

1996).
Aflatoxines
Caractéristique Bl B2 Gl G2

Poids moléculaires (g /mol) 312 314 328 330

Température de fusion (°C) 268-269 | 286-289 | 244-250 | 237-240

Pouvoir rotatoire (mL/g/dm) -560° -465° -545° -475°
Fluorescence en ultra-violet (nm) Entre 0.7 | Entre 0.7 | Legérement moindre

ot 0.55 et 0.55 Que celui des B

Les aflatoxines sont des cristaux incolores ou jaune péle-fluorescents de fagon tres
intense sous une lumiere ultra-violette. Les aflatoxines B1 et B2 émettent une fluorescence
bleue les aflatoxines G1, G2, une fluorescence vert jaune. Ces couleurs de fluorescence sont
I’origine du nom des mycotoxines (B pour Blue et G pour Green). L’aflatoxine M1 présente
une fluorescence bleu-violette sous irradiation ultra-violette. Le M vient de Milk, car ce

métabolite a été tout d’abord isolé du lait (Doriane Gouas et al., 2009).

3.5. Biosynthese de I’aflatoxine

Les processus complexes impliquant des réactions multienzymatiques sont utilisés
pour la biosynthese des aflatoxines. Biosynthétique d'aflatoxine La voie commence par la
détection des structures des toxines. Inversement, au niveau moléculaire, les principales
étapes biochimiques et les constituants génétiques ultérieurs de la biosynthése des aflatoxines
n'ont été éclairés que dans la derniere décennie (Bhatnagar et al., 2002; Yu et al., 2003).

En général, les genes de biosynthése de I'aflatoxine d'A. parasiticus et d'A. flavus sont
significativement homologues et la disposition des genes au sein du cluster étant le idem (Yu
et al., 1995). Minto et Townsend (1997) ont déterminé que les aflatoxines sont synthétisées en
deux étapes a partir du malonyl CoA, premier avec la formation d'hexanoyl CoA, et
derniérement avec la formation d'une anthraquinone décakétide. Pour le transfert de acétyl
coenzyme A (acetyl CoA) a ses produits ultimes, qui est, AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2, au
moins 18 etapes enzymatiques sont nécessaires (Yabe et Nakajima et al., 2004; Roze et al.,
2007).De nombreux genes codant pour les enzymes et la transcription les facteurs ont été
clonés et caractérisés. lls sont situés au sein d'un énorme groupe de genes d'environ 70 kb

dans les génomes d'A. parasiticus et A. flavus. Le sens de chaque transcription est unique dans
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chaque géne (Woloshuk et Prieto et al., 1998; Brown et al., 2001; Schmidt-Heydt et
Geisen et al., 2007) et les structures de Les grappes de genes chez A. flavus et A. parasiticus
sont pour la plupart méme. Le groupe de genes de l'aflatoxine et a la biosynthése a été
présentée sur la Figure dissous (Yabe et Nakajima et al., 2004). Yabe et al., (1999) et Yabe
et Nakajima (2004) presentent le schéma actuellement accepté pour biosynthese de
I'aflatoxine qui est: précurseur de I'hexanoyl CoA -> acide norsolorinique, NOR ->
moyennine, AVN -> hydroxyaverantine, HAVN -> moyfine, AVF ->
hydroxyversicolorone,HVN—> acétate hémiacétalique versiconal, VHA -> versiconal, VAL -
> versicolorine B, VERBE -> versicolorine A, VERA Déméthyl-stérigmatocystine, DMST ->
stérigmatocystine, ST—> O-méthylstérigmatocystine, OMST—> AFB1 et AFGL1.

Les métabolites secondaires sont naturels de bas poids moléculaire produits a
distribution taxonomique restreinte, souvent synthétisés Apres l'arrét de la croissance active

du champignon, le 3 lactame antibiotique pénicilline, synthétisée par un peptide non
tribosomal synthétase, ainsi que polycétides aflatoxine et stérigmatocystine synthétisés par
une voie polyketide, font partie des Les métabolites secondaires fongiques les mieux étudiés
(L ori et al., 2003). La découverte que les genes impliqués dans les métabolites secondaires

La production est regroupée, tout comme les genes qui codent pour la production de la
majorité des autres métabolites secondaires qui ont été étudie, a des implications importantes
pour la régulation des genes et évolution. Génes de voie de biosynthese putatifs pour le
secondaire Le métabolisme peut étre facilement détecté par une analyse in silico de la

génomique donnée (Keller et al, 2005).

——
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Figure 5 : les voie de biosynthéses d’Aflatoxine, (Yabe et Nakajima et al., 2004).
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3.6. Facteurs influencant la biosynthése d’aflatoxines

La prolifération des moisissures et la synthése des mycotoxines peuvent avoir lieu
avant ou apres la récolte, durant 1’entreposage, le transport ou la transformation du produit
(ANONYME, 1997). 1l s’agit d’un phénomeéne d’une grande complexité qui dépend d’une
combinaison des facteurs température et humidité ainsi que de 1’oxygénation au niveau du
substrat. Les stress thermique, hydrique (sécheresse) et physique (lésions causées par les
insectes) favorisent la contamination par les moisissures et la synthése de mycotoxines
(Pfohl-Leszkowicz et al, 2002 ; Nesci et Etcheverry et al., 2006).

Les conditions les plus favorables pour le développement d’A. flavus et la production
d’aflatoxines sont :

e Activité de I’eau supérieure a 0,83.

e Température comprise entre 25 et 40°C.

e laprésence d’oxygene.

e le développement du champignon sur des plantes stressées.

e laprésence d’insecte et de graines abimées.

e |e stockage en milieu chaud et humide.

e la Composition du substrat : en effet 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 I’acide phytique diminue la synthése d’aflatoxine
par Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus. En effet la présence de I’acide
phytique complexe le zinc indispensable a la biosynthése des aflatoxines, alors que la
proline stimule cette production (Tabuc et al., 2007).

3.7. Méthodes d’extraction et de dosage des aflatoxines

Les mycotoxines spécifiquement les aflatoxines se retrouvent dans de nombreux
aliments, ce qui en terme d’analyse correspond a une multitude de matrices complexes. Les
protocoles destinés a la quantification des aflatoxines renferment systématiquement des étapes
préliminaires de préparation des echantillons (broyage, centrifugation, extraction en milieu
organique). Souvent longues et manuelles, ces étapes doivent étre optimisées pour chaque
type de matrice (échantillon). Dans les aliments les aflatoxines sont souvent sous forme de
traces, c’est-a-dire en quantité minime (ppm), soit inférieure au ug/kg. Ainsi il existe toute
une panoplie de méthodes d’analyses ; on peut citer la chromatographie sur couche mince

(CCM), la chromatographie liquide a haute performance (HPLC). Cette derniére peut étre

12
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couplée a différentes méthodes de détection qui permettent aussi bien 1’identification que la
quantification des aflatoxines. Ces derniéres années, I’analyse par spectrométric de masse
s’est accrue avec le développement de techniques d’ionisation dites « douces » : 1’electrospray
(ESI) et I’ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI) qui ont en outre permettent
I’analyse de tres faibles quantités d’échantillons. Ces techniques sensibles sont excessivement
couteuses et elles nécessitent un personnel qualifié (Sager et al., 2009 ; Monbaliu et al.,
2009).

D’autres méthodes plus récentes utilisent le principe de I’'immunoanalyse type ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) autorisent suivant leur configuration soit une détection
de type présence ou absence (résultat qualitatif), soit une détection semi-quantitative ou
quantitative de la mycotoxine (Sung-Hye Cho et al., 2008 ; Nicholas et al., 2009 ; Yun Tan
et al., 2009).

3.8. Aflatoxine et les produits contaminés

La présence des aflatoxines dans I’alimentation humaine et animale est le résultat
d’une contamination par des espéces fongiques aflatoxinogenes. Le taux et le degré de
contamination dépendent étroitement de la température, de 1’humidité et des conditions de
stockage. Les aflatoxines sont couramment rencontrées sur les cultures dans les champs avant
la récolte dans les pays chauds et humides. La contamination apres la récolte et/ou pendant le
stockage est également possible, si le séchage des cultures est retardé. Elles contaminent
surtout les arachides, les pistaches, les amandes, mais aussi les graines de coton et de
tournesol, ainsi que certaines céréales (mais, blé, sorgho) et leurs produits dérivées. Les
aflatoxines peuvent également étre retrouvées dans les épices (piment rouge, poivre), les fruits
secs et le tabac (Vargas et al., 2001).

L’aflatoxine M1, dérivé de L’AFB1, peut étre retrouvée dans le lait et ses dérivés issus
d’animaux consommant des aliments contaminés par ’AFB1. L’accumulation des aflatoxines
dans les viandes et les produits de charcuteries semble étre peu probable (Pfhol-Leszkowicz
et al., 1999).

3.8.1. Contamination du lait par I’aflatoxine M1

Le lait et ses produits dérivés sont particulierement prédisposés a la contamination par
I'AFM1 et sont considérés comme présentant certains risques pour la santé humaine. Par
conséquent, le lait présente le plus grand potentiel avéré d'introduction de résidus d'aflatoxine

dans l'alimentation humaine (Campagnollo et al., 2016).

——
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Le lait est plus susceptible de transmettre les résidus d’aflatoxine des tissus animaux
vers 1’alimentation humaine. En outre, les enfants dépendent principalement du lait dans leur
nutrition, et sont de ce fait, plus vulnérables que les adultes. Ainsi, I’hygiéne alimentaire dans
les produits laitiers est principalement perturbée par la prévalence de la « toxine du lait » ou
de ’AFMI dans le lait et ses produits dérivés (Mohammadi et al., 2017).

3.9. Toxicocinétique des aflatoxines (ADME)

D'apres Turner (1971), la toxicocinétique comporte les étapes suivantes :

3.9.1. L’absorption : L’absorption des AF est possible par voie orale et trachéale. Elle est
relativement rapide et s’effectue au niveau de I’intestin gréle, plus précisément au niveau du
duodénum. Les toxines sont ensuite transportées dans 1’organisme grice au phénomene de
fixation aux protéines plasmatiques, notamment a I’albumine.

3.9.2. La distribution : La distribution de I’aflatoxine, par exemple, a lieu principalement au
niveau du foie via la veine porte. Elle s’effectue a partir du plasma sanguin vers les
hépatocytes, par un processus de diffusion passive a travers les membranes cellulaires. La
distribution au sein méme de la cellule se fait essentiellement au niveau du noyau, du
réticulum endoplasmique, du cytosol et des mitochondries.

3.9.3. Le métabolisme : Le métabolisme hépatique de 1’aflatoxine se produit en deux étapes.
La phase I s’effectue par I’intermédiaire des cytochromes hépatiques P450 (CYP450). Sous
I’action des CYP450, notamment le cytochrome P1A2 (CYP1A2), ’AFB1 donne par
hydroxylation I’AFM1 et par époxydation I’AFB1-8,9-époxyde, le métabolite le plus toxique.
3.9.4. L’élimination : L’¢élimination est principalement biliaire. Elle représente environ 50 %
de la dose excrétée chez la plupart des especes animales, tandis que la voie urinaire représente

15 a 25 % de la dose ingérée.

3.10. Toxicité des aflatoxines

En 2002, le Centre International de Recherche sur le Cancer (C.I.LR.C) de I’OMS
classe I’aflatoxine dans le groupe I, car il existe des preuves suffisantes de la cancérogénicité
de ses molécules chez ’homme et I’animal, ’AFM1 dans le groupe II B et ’AFGI dans le
groupe Il (AFSSA, 2009). Quant a I’AFG2, les données actuellement disponibles sont
insuffisantes pour la classer dans cette catégorie. La plus toxique des quatre aflatoxines
naturelles est I’AFBI1, viennent ensuite par ordre décroissant de toxicité I’AFGI1 puis les

AFG2 et AFB2 (Meissonnier et al., 2005).
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3.10.1 Toxicité aigué

La toxicité aigué se caractérise par la dose létale DL50 qui correspond a la
concentration capable d’entrainer la mort de la moiti¢ de la population testée. Concernant les
aflatoxines, ce type de toxicité est moins fréquent chez I’homme que chez les animaux. Chez
le caneton, la DL50 des AFB1, AFB2, AFG1 et AFG2 est respectivement de I'ordre de 0,36,
0,78, 1,70 et 3,44 mg/kg (Hussein et Brasel et al., 2001).

3.10.2 Toxicité chronique

La toxicité chronique des aflatoxines survient aprés 1’ingestion répétée de doses tres
faibles. Ce type de toxicité peut apparaitre aussi bien chez I’homme que chez 1’animal. Des
études épidémiologiques menées dans le Sud-est asiatique et en Afrique ont démontré que les
cancers hépatiques sont beaucoup plus fréquents chez certains groupes de la population
humaine dont le régime alimentaire est élevé en aflatoxines. D'apres Hussein et Brasel
(2001), plus de 250 milles déces annuels sont recensés en Chine et en Afrique subsaharienne
et qui sont causés par des carcinomes hépatocellulaires attribués aux facteurs de risques
comme l'ingestion journaliére élevée en aflatoxines qui atteint 1,4 pg/kg et l'incidence du
virus de I'hépatite B (VHB). Selon Herrman et Walker (1999), la virulence des aflatoxines
chez des individus porteurs du VHB est nettement plus élevée que chez ceux qui ne le sont
pas. L’AFB1 et le VHB peuvent agir en synergie, ’infection par le VHB induit les enzymes
activatrices de I’aflatoxine en augmentant son pouvoir cancérogene potentiel (Chen et al.,

2001).

3.10.3. Hépato-toxicité

En raison de ses capacités de bio activation, le foie est la cible principale des
aflatoxines. La principale conséquence d’une intoxication grave par I’AFBI est la nécrose
hépatique qui se traduit par une forte augmentation des transaminases plasmatiques. Cette
nécrose est associée a une infiltration de cellules inflammatoires. La réduction du nombre
d’hépatocytes et leur dysfonctionnement provoquent une stéatose et une cholestase avec
I’augmentation des taux plasmatiques en bilirubine, phosphatases alcalines (PAL) et v-
glutamyl transférases (y-GT).

Les études épidemiologiques réalisées dans le monde entier ont montré que les risques
liés au développement du cancer du foie sont 30 fois plus élevés chez les individus ayant des
antécédents d’hépatites B (Henry et Bosch et al., 2001). Cette situation est souvent
rencontree dans les pays en voie de développement, pour lesquels il n’existe pas de 1égislation

régulant les concentrations d’ I’AFB1 dans 1’alimentation, et dans lesquels la vaccination

(5]
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contre I’hépatite B n’est pas appliquée de fagon systématique pour des raisons économiques et

/ou politique.

3.10.4. Hémato-toxicité

L’AFB:1 exerce des effets hématotoxiques secondaires se caractérisant par des
altérations dans les fonctions de la moelle osseuse (une myélotoxicité qui affecte les lignées
des granulocytes et monocytes) et I’anémie consécutive a une aflatoxicose serait due a une
aplasie médullaire et une hémolyse mais aussi a une diminution de 1’absorption de fer.

L’altération des fonctions hépatiques conduit a la diminution de la synthese des
facteurs de coagulation et des troubles de ’hémostase (Parent-Massin et Pachment et al.,
1998).

3.10.5. Mutagénicité

L’AFBI1 n’est pas réactive ou mutageéne par elle méme, mais elle peut étre activée en
un époxyde trés électrophile qui peut former des adduits a ’ADN. Ces adduits générent une
mutation qui se situe sur le codon 249 et qui pourra étre le point de départ d’un processus de
cancérogenese hépatique. Des resultats in vivo ont montré que I’AFB1 provoque trés
fréguemment cette mutation (Aguilar et al, 1993). D’autres études effectuées sur le rat ont

montré également que 1’aflatoxine se lie a I’albumine plasmatique (Wild et al, 1986).

3.10.6. Tératogénicité

L’AFB1 peut aussi traverser la barriére placentaire et donc contaminer les foetus in
utero. Des adduits aflatoxine-albumine (AF-ALB) ont été identifiés dans le sang des meres et
celui du cordon ombilical de nouveaux nés en Afrique (Wild et al., 1991). L’enzyme
CYP3AT7 qui est la forme majeure de cytochrome P450 présente dans le foie foetal humain,
est également capable de transformer I’AFB1 en son dérivé 8,9-époxyde (Wild et Turner,
2002), induisant ainsi I’apparition d’effets tératogenes et des malformations congénitales

(Bbosa et al., 2013).

——
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4. L.’ochratoxines

Les ochratoxines A (OTA), B (OTB) et C (OTC) sont des métabolites secondaires
issus de micromycetes mais ne possedent pas toutes une activité toxicologique et une
fréquence de contamination importante (Helher et al., 1998 ; Biro et coll., 2002). Seule
I'ochratoxine A a démontré une toxicité cellulaire et une grande fréquence de contamination
tandis que OTB (moins toxique que OTA (Moss et al., 1996) et OTC (absence de toxicité)
sont peu rencontrées dans l'alimentation.

L'ochratoxine A fait partie d'une famille de mycotoxines comprenant les ochratoxines
B et C qui sont respectivement I'analogue déchloré et I'ester éthylique. L'acide carboxylique
d'isocoumarine (ochratoxine a) et son analogue déchloré. De ce fait, ce travail se polarisera

sur I’ochratoxine A.

4.1. Définition de I’Ochratoxine A

L’OTA a été originellement découverte en 1965 par une équipe de chercheurs Sud
Africains au cours d’une recherche systématique destinée a la découverte de nouveaux
mycotoxines (Van der Merwe et al., 1965). Le premier champignon classé ochratoxinogenes
est Aspergillus ochraceus, mais plus tard, des études plus pointues ont montré que plusieurs
especes au sein des genres Aspergillus et Penicillium appartiennent aussi a cette catégorie
(Horie et al., 1995 ; Abarca et al.,1994 ; Ciegler et al., 1972).

4.2. Souches fongiques productrices d'ochratoxine A

4.2.1. Genre Aspergillus

I'OTA a été découverte par Van der Merwe dans de la semoule de mais inoculée avec
Aspergillus ochraceus (Van der Merwe et al., 1956).L’0OTA est également produite par
Aspergillus niger (Abarca et al., 1994) L’OTA est produite aussi par Aspergillus carbonarius
dans les raisins et les fruits similaires qui mdrissent au soleil et a des températures élevées
(Pitt et al., 2002). En 2004, Aspergillus section Circumdati A.westerdijkiae et A. steyniiont
été découvertes et isolées du cafe. Samson et al. (2004) ont également découvert que
Aspergillus section Nigri, A. lacticoffeatus et A. sclerotioniger produisent aussi de I’OTA
dans le café. La production d’OTA par Aspergillus tubingensis dans les raisins a été

découverte pour la premiére fois en 2005.

——
| —
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4.2.2. Genre Penicillium

Penicillium viridicatum, qui est aussi une productrice d’OTA, a été isolé par Walbeek
et al. Pour la premiére fois en 1969. Dans les céréales, on trouve P. verrucosum qui est
capable de produire de ’OTA dans les zones froides, entre le nord et le centre de I’Europe et
au Canada (Pitt et al., 2002).. En 2001, Penicillium nordicuma été confirmée comme
deuxieme espéce de Penicillium produisant de I'OTA aprés P. Verrucosum (Larsen et al.,
2001). Les OTA qui sont trouvées dans les matiéres d'origine végétale sont presque toujours
produites par P. verrucosum, alors que les OTA qui sont trouvées dans la viande ou le
fromage sont produites par P. Nordicum (Larsen et al., 2001 ; Bogs et al., 2006).

Les Tableaux suivant montrent 1’identité actuelle des espéces Aspergillus et

Penicillium qui sont capables de produire de I'OTA dans les aliments.

Tableau 3: Production d’OTA par les especes d’Aspergillus. (Bogs et al., 2006).

Genre Sections Especes Exemples des matrices
alimentaires
A. ochraceus Cafe et ceréales
Circumdati
A. steynii Café et raisins
Aspergillus
A.carbonarius Café
A. westerdijkiae
Cafe
A. niger Raisins
Nigri
A. foetidus Raisins
A. Cafe
lacticoffeatus
A.sclerotioniger Cafe
A. tubingensis Raisins

——
| —
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Tableau 4: Production d’OTA par les especes de Penicillium (Bogs et al., 2006).

Genre Séries Especes Exemples des matrices
alimentaires
Penicillium Verrucosa P. Céréales
verrucosum
P. nordicum Fromage et viande

4.3. Structure chimique et physique

Jusqu'a présent, il existe trois ochratoxines appelées OTA, OTB et OTC naturelles
reconnues, désignees par A, B et C. La Figure 6 présente la structure générale commune a ces
différents métabolites et le Tableau5 montre la composition caractéristique de chacune d'elles
(El Khoury et al., 2010).
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CH,
OH O—CH.CH
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CH, | CH,

Figure 6 : Structure chimique de I'OTA. Schéma adapté et modifié d’El Khoury and Atoui
(2010).

19

——
| —




Chapitre 1 : Svnthese bibliographigue

Tableau 5: Composition caractéristique des Ochratoxines (EI Khoury and Atoui et al.,

2010).
Nom Abréviation R1 R2 R3 R4 R5
Ochratoxine OTA Phénylalanine | CI H H H
A
Ochratoxine oTB Phénylalanine H H H H
B
Ochratoxine oTC Ethyl-ester, Cl H H H
C Phénylalanine

L'OTA est la toxine la plus répandue de ce groupe (Bayman et al., 2006). Elle est
chlorée en R2, tandis que I'Ochratoxine B et C (l'ester éthylique de I'OTA) sont moins
toxiques et moins communes. Le nom chimique de ’OTA est L-phénylalanine-N- [(5-chloro-
3,4-dihydro-8-hydroxy-3-méthyl-1-oxo-1H-2-benzopyrane-7-yl) carbonyle]-(R). Ainsi que
son nom IUPAC est N-{[(3R) -5-chloro-8-hydroxy-3-méthyl-1-oxo0-3, 4- dihydrolH-
isochromen-7-yl]carbonyl-L-phénylalanine.

4.4. Propriétés physiques et chimiques de I’ochratoxine

A la température ambiante et sous une lumiére normale, c¢’est un acide organique
faible (Kuiper-Goodman et Scott, 1989, Bredenkamp et al., 1989) . I'OTA est un cristal
incolore mais sous une lumiére UV, cette molécule émet une fluorescence verte intense dans
un milieu acide, et bleue dans un milieu alcalin (Budavari et al., 1989). Dans des solutions a
pH acide et neutre, ’OTA est soluble dans des solvants organiques polaires (alcool, cétones,
chloroforme), trés peu soluble dans 1’eau mais complétement insoluble dans les hydrocarbures
saturés. Néanmoins, dans les solutions a pH basique, cette molécule est soluble dans une

solution de bicarbonate de sodium (solution aqueuse) et dans toutes les solutions basiques.

——
| —
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Tableau 6: Propriétés chimiques et physiques les plus importantes de I’OTA.
(Budavari et al., 1989).

Masse moléculaire 403,81 g/mol
Constante de dissociation Acide organique faible (7,1)
Structure Cristal incolore
pH neutre et acide : soluble dans les solvants
Solubilité organiques
polaires (alcools, cétones, chloroforme).
pH alcalin : soluble dans toutes les solutions
alcalines en général.
Haute stabilité: résistance aux acides et a la
Stabilite température moyenne
Fluorescence Milieu acide : Verte
Milieu alcalin : Bleue

4.5. Biosynthese de I'ochratoxine A

L'ochratoxine A est composé de 2 éléments distincts, la L-B-phénylalanine et

I'ochratoxine a. La L-B-phénylalanine est synthétisée par la voie shikimique des acides

aminés. L'administration de précurseurs marqués au 14C et la méthode de dégradation

chimique ont permis d'élucider la synthése de lI'ochratoxine a. 1l s'agit de cing unités acétate et

d'une addition de carbone en C-7 provenant de la méthionine et formant un cycle

dihydrocoumarinique (Searcy et al., 1969 ; Steyn et al., 1970). La figure 7 montre les

différentes étapes de la synthése de I'OTA.

'
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Voie acétate-
polymalonate
gmmBOH

Veie de I'acide

A
S5y =l H,CHCOH
shikimique Chlorination l s 2? e

Ycozn
-
NH
Ochratoxine A Ci
synthétase

HO,C H [¢] OH ?
* A '
" ! {1
' s 3
. ~
W“HS

Cl

Ochratoxing A

Figure 7: Voie biochimique de la synthese de I'ochratoxine A (Steyn et al., 1984).

4.6. Facteurs influencant la biosynthése de 'OTA

4.6.1. Activité en eau et température.
L'activité en eau (aw) et la température sont les éléments déterminants dans la
production d'ochratoxine A. Le tableau 7 donne les concentrations d'OTA produites par les

souches fongiques en fonction de ces deux parameétres.

——
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Tableau 7: Production d'ochratoxine A en (mg/kg) par Aspergillus ochraceus Wilhem pour

diverses valeurs ~ et de température aprées 2 semaines d'incubation (d'apres Bacon et coll et

al., 1973).
Activité en eau Production d' OTA Production dOTA  Production d'OTA
(aw) (mg/kg) a 15 °C (mg/kg) a 22°C (mg/kg) a 30°C
0,852 0 0 50
0,901 0 46 111
0,953 36 201 302
0,997 81 156 218

Dans les régions froides, I'ochratoxine A est plut6t produite par P. viridicatum alors
que dans les régions chaudes, ce seraient plutdt les Aspergillus qui la produisent (Krogh et
al., 1987 ; Pittet et al., 1998 ; Corn. du codex alimentarius et al., 2002a). Dans des
conditions de stockage, les espéces Eutorium, Aspergillus et Penicillium sont les plus
fréquemment rencontrées. Eurotium et Aspergillus sont les plus tolérantes vis-a-vis des
conditions de stockage, et I'numidité relative pour leur croissance est de 14-15 % dans les
petites graines (blé, avoine, orge et seigle) a une température comprise entre 20 et 35 °C
(Corn. du codex alimentarius et al., 2002a).

Penicillium sp. Nécessite une humidité relative plus élevée pour croitre, I'humidité
minimum étant par exemple de 16-17 % pour P. verrucosum. Quant a la production
d'ochratoxine A, elle débuterait dés que I'humidité relative dépasse d'un pour cent celle

nécessaire a la croissance fongique (Jonsson et Petterson et al., 1999).

4.6.2. pH

La production d'ochratoxine A se fait surtout sur des denrées modérement acides. En
effet, le pH optimum de production d'ochratoxine A se situe vers 5,6 pour Aspergillus
ochraceus et Penicillium verrucosum. Lai et coll. (1970) donne un pH optimum de 6,0 - 6,3

pour la production d'ochratoxine A par Aspergillus sulphureus (Fresenius) Thom et Church.

——
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4.6.3. Les nutriments

La présence des micronutriments cités ci-dessous influence plus la production de
I'ochratoxine A plutét que la croissance du mycélium (Lia et al., 1970).

Les différents sucres sont une source trés importante de carbone. La production
d'OTA est maximale avec le glucose et le saccharose, mais décroit avec le mannose, le
galactose, la xylose, le maltose et I'arabinose. La croissance du mycélium, liée avec la
production d'ochratoxine A, est nulle en présence de lactose (Lia et al., 1970).

Une meilleure production de mycotoxine est observée lors d'un apport en soufre sous
forme de SO4-2, SO3-2, S204-2, méthionine ou cystéine plutdt que sous forme de S -2 ou S20-
2« L'apport de magnésium (MgS04) est suffisant a une concentration de 300 mg/1 (Lia et al.,
1970). L'apport de 100 mg/l de potassium (KCI) et de 25 mg /1 de phosphore (KH2P04)
induit une production maximum d'ochratoxine A alors que le tiers de cette concentration suffit
pour une bonne croissance mycélienne.

Certains éléments comme le fer, zinc, cuivre, molybdene et bore sont nécessaires pour
la production du mycélium et de cette mycotoxine chez Aspergillus ochraceus et melleus
Yukawa alors qu'ils ne le sont pas avec A. sulphureus (Steele et al., 1973 ; Aziz et Moussa
et al., 1997).

Des agents antimicrobiens utilisés contre A. sulphureus et P. viridicatum inhibent
totalement la production d'OTA. |l s'agit du sorbate de potassium, du méthylparabéne et du
propionate de sodium (Tong et Draughon et al., 1985).

4.7. Les méthodes de détection et de dosage de ’OTA

Diverses méthodes (biologiques, physicochimiques et immunologiques) peuvent étre
employées dans la détection des mycotoxines dans les denrées alimentaires. La surveillance
des niveaux de mycotoxines s’effectue avant et apres leur stockage a I’aide de plans
d’échantillonnage et d’essais appropriés régis selon la réglementation en vigueur. La directive
(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 contréle officiel des teneurs en mycotoxines
dans les denrées alimentaires.

La quantification des mycotoxines renferme systématiquement des étapes
préliminaires de préparation des échantillons (broyage, centrifugation, extraction en milieu
organique). Diverses méthodes officielles de dosage sont disponibles pour la quantification de

I’ochratoxine au niveau des céréales et les produits dérivés, dans le cafg, le vin et la bicre.

——
| —

24



Chapitre 1 : Svnthese bibliographigue

Les méthodes extractives sont classiques et basées le plus souvent sur de I’extraction
solide-liquide (échantillons solides) ou liquide-liquide (vin, biere) associant des solvants de
natures trés variables chloroforme-acide phosphorique, tert-butylméthyléther ou encore
méthanol-cau. Toutefois, les colonnes d’immuno-affinité sont de plus en plus utilisées lors de
I’extraction de I’OTA dans les denrées alimentaires (Z6llner et Mayer-Helm, 2006).

Des méthodes physicochimiques comme la chromatographie sur couche mince
(Ventura et al., 2005), la chromatographie en phase gazeuse (Santos & Vargas, 2002) ou la
chromatographie liquide a haute performance HPLC (Ceci et al., 2007 ; Nguyen et al., 2007)
permettent la quantification des mycotoxines.(Tableau 08).

En raison de la propriété fluorescente de I’OTA, la technique sensible de
chromatographie liquide haute performance couplée a la détection fluorimétrique (HPLC-FD)
est la plus utilisée dans sa détection (Frenette et al., 2008). Le couplage chromatographie
liquide — spectrométrie de masse (LC-MS) a été également procédé mais il n’améliore pas
drastiquement la sensibilité, il delivre plutdét des signaux plus spécifiques confirmant
davantage la présence de I’OTA dans une matrice alimentaire (Valenta et al., 1998). En
revanche, le couplage chromatographie gazeuse — spectrométrie de masse (GC-MS) s’est
avéré mal adapté a I’analyse de I’OTA (Valenta et al., 1998). (Tableau 08).

D’autres méthodes plus récentes sont utilisées telles que les techniques
immunochimiques de type ELISA permettent une détection qualitative, semi-quantitative ou

quantitative de la mycotoxine (De Saeger et al., 2002).(Tableau 08).

——
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Tableau 8 : les avantages et inconvénients des méthodes pour 1'analyse de ’OTA.

Meéthode Avantages Inconvénients
TLC.. Simple , Peu colteux et Mauvaise sensibilité pour
rapide. Sensibles pour les certaines mycotoxines.
aflatoxines et I'Ochratoxine | Mauvaise précision.
A. Qualitative seulement, nécessite
un scanner pour la quantification
GC Analyse simultanée de Equipement colteux.
plusieurs mycotoxines. Expertise spécialisée nécessaire.
Bonne sensibilité. Peut-étre | Dérivatisation nécessaire.
automatise.
HPLC Bonne sensibilité. Une Equipement codteux.
bonne sélectivité. Bonne Expertise spécialisée nécessaire.
répétabilité. Peut-étre
automatise. Temps
d'analyse courts.
LC/ MS Analyse simultanée de Cher car colonnes
plusieurs mycotoxines. immunoaffinité nécessaires pour
Bonne sensibilité. Non purifier les mycotoxines.
dérivatisation. Expertise spécialisée nécessaire.
LC/MS-MS Analyse simultanée de Expertise spécialisée nécessaire.
plusieurs mycotoxines. Equipement cher.
Trés bonne sensibilité. Non
dérivatisation.
ELISA Préparation simple de Problémes de la matrice

I'échantillon. Equipement
peu cher. Haute sensibilité.
Adapté pour le criblage.
Utilisation limitée de

solvant organique.

d'interférence.

Possibilité des faux résultats.
Confirmation
chromatographique nécessaire.

Semi-quantitative.

——
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4.8. Contamination par I’ochratoxine A

4.8.1. Contamination des denrées d'origine végétale par I'ochratoxine A

L’ochratoxine A est retrouvée essentiellement dans les céréales (blé, mais, seigle,
orge, avoine...), mais aussi dans le riz, le soja, le café, le cacao, les haricots, les pois, les
cacahuetes et les fruits secs (figues, raisins). Elle est présente aussi dans les produits dérivés
des céeréales comme la farine, le pain, les pates (Majerus et al., 1993), dans la biére (EI-
Dessouki et al., 1992) et méme dans le vin et les jus de raisin (Zimerli, Dick et al., 1996).
Contrairement aux aflatoxines, retrouvée plus souvent dans des céréales issus des régions
chaudes, I’ochratoxine A est retrouvée dans les céréales de toutes les régions car elle peut étre
produite par 1’Aspergillus ochraceus dans les régions chaudes et par les Penicillium dans les
climats tempérés.

L’ochratoxine A, se retrouve dans les aliments composés pour les aliments,
conséquence d’utilisation de matiéres premieres contaminés ou de mauvaises conditions de
stockage. Cette mycotoxine a été retrouvée a des niveaux pouvant atteindre 30 pg/kg dans les
aliments composes pour les porcs (Dalcero et al, 2002) et jusqu’a 25 ug/kg dans les aliments
composés pour les porcs, les volailles et les lapins produits en Argentine (Magnoli et al.,
1998).

Les produits alimentaires a base de céréales contiennent parfois de 1’ochratoxine A ;
les quantités retrouvées sont en générale faibles (Ngundi et al., 2006). Les Aspergillus et les
Penicillium proliférent le plus souvent en surface des grains et une grande quantité de
mycotoxine est éliminée pendant les processus technologiques.

Les figues et raisins secs (Zinedine et al., 2007b ; Tjamos et al., 2006), les arachides
(Zinedine et al., 2007b), le café (Fujii et al., 2006 ; Fazekas et al., 2002; Robledo et al.,
2001) sont souvent contaminés par 1I’ochratoxine A. On trouve aussi des petites quantités de
cette mycotoxine dans les pommes de terre et les lentilles (Baydar et al., 2005).

L’ochratoxine A a aussi pu étre retrouvée dans les abats et les viandes d’animaux
recevant des aliments contaminés (Jorgensen et al., 1998). Elle a été mise en évidence dans
le sang et les tissus des animaux d’élevages ou elle s’accumule au niveau rénal et hépatique

(Terplan, Wenzel et al 1993 ; Mac Donald et al., 1993 ; Gareis et al., 1996).
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4.8.2. Contamination des denrées d'origine animale par I'ochratoxine A

L'OTA, bien que contaminant direct de végétaux tels que les céréales, se retrouve dans
la viande et dérivés ainsi que dans les produits laitiers. C'est un mode de contamination
indirecte qui passe par I'administration d'aliments contaminés (principalement des céréales
moisies) aux animaux (Kuiper-Goodmann, Scott et al., 1989).

Il est rare de retrouver des traces d'ochratoxine A chez les ruminants car la mycotoxine
est dégradée par la carboxypeptidase A dans le rumen (Stoev et coll., 2002). Lorsque le porc,
animal monogastrique, souffre de néphropathie, 25 a 39 % des cas ont un taux d'OTA compris
entre 2 et 100 pg/kg (Krogh et al., 1992). Apres les néphropathies porcines danoises, les
autorités ont mis en place une marche a suivre lors de changements macroscopiques de

I'aspect des reins de porcs.

4.8.3. Contamination humaine par I'ochratoxine A
L'homme se contaminant exclusivement par son alimentation, il était logique de
pratiquer des analyses sanguines, urinaires ou de lait maternel pour déterminer le taux moyen

de contamination.

4.9. Toxicocinétique de I’ochratoxine A

L’OTA, une fois ingérée, est partiellement absorbée par la diffusion passive de la
forme non ionisée au niveau du jéjunum proximal (Kumagai et al., 1988). La distribution de
I'OTA se fait par voie sanguine ou elle est liée a plus_ de 99 % aux protéines plasmatiques

(seulement 78% chez les poissons) (Hagelberg et al., 1989).

La distribution tissulaire de | 'OTA est généralisée mais se retrouve en plus forte
concentration dans certains organes cibles: reins (47%), foie (27%), autres (26%) (Pfohl-
Leszkowicz et Castegnaro et al., 1999b). Il a été démontré chez divers mammiferes (rats et
lapins) et chez I'étre humain que cette mycotoxine passait facilement dans le lait maternel
(Ribelin et al., 1978; Skaug et al., 2001). Par contre, chez les ruminants ou la microflore du
rumen métabolise I'OTA gréce a la carboxypeptidase A (Stoev et al., 2002), la mycotoxine se
retrouve de ce fait en trés faible quantité dans le lait.

L'OTA est principalement métabolisée en ochratoxine a mais aussi sous des formes
hydroxylées (4-hydroxy-OTA et 10-hydroxy-OTA) qui ne présentent, ainsi que les autres
métabolites, qu'une faible activité toxicologique ( Xiao et al., 1996; Gross-Steinmeyer et al.,
2002).
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Son élimination se fait par les urines (>50%) et les feces selon la capacité du cycle
entérohépatique et sa fixation aux protéines plasmatiques (Kuiper-Goodman et Scott et al.,
1989). La demi-vie d'élimination varie donc en fonction de ces facteurs : 24 a 39 heures chez
la souris, 55 & 120 heures chez le rat, 72 a 120 heures chez le cochon, 510 heures chez le

macaque et 840 heures soit 35 jours chez I'hnomme (Petzinger et Ziegler et al., 2000).

4.10. Toxicité de I’Ochratoxine A

La toxicité de I’OTA est due a sa structure chimique : son atome de chlore et son
groupement phénolique ainsi que sa partie isocoumarinique jouent un réle important (Xiao et
al., 1996ab). L’OTA a été impliquée dans plusieurs mécanismes toxiques, incluant des effets
néphrotoxiques, mutagenes, tératogénes, neurotoxiques, hépatotoxiques, immunotoxiques et
cancérogenes. En effet, ’OTA exerce de nombreux effets déléteres sur différents organes : le
rein est 1’organe cible de I’action toxique de ’OTA mais celle-ci pourra également toucher le

foie, le coeur ou les intestins (Pfohl-Leszkowicz et al., 2002).

4.10.1. Toxicité aigué

La toxicité aigué d’une substance implique les effets toxiques qui surviennent dans un
temps court (24, 48, 72 heures jusqu’a 2 semaines) apres administration d’une dose unique ou
de doses répétées dans un temps bref. L’étude de la toxicité aigué permet de calculer la dose
létale 50 ou DL50, qui est la dose de la substance entrainant la mort de 50% des animaux
traités.
4.10.2. Toxicité chronique

Les effets chroniques de I’OTA sont fréquents. Cette toxine s’est avérée
néphrotoxique, hépatotoxique, tératogéne et immunotoxique chez plusieurs espéces animales
(Petzinger et Ziegler et al., 2000; Walker et al., 2002) et cancérigéne chez la souris et le rat
induisant des tumeurs rénales et hépatiques (Boorman et al., 1989 ; Mantle et al., 2005).

Chez les animaux atteints de néphropathie, les reins deviennent pales et augmentent
considérablement de taille (Elling et al., 1985). Kane et al. (1986) ont mis en évidence une
augmentation significative dans 1’'urine de trois enzymes spécifiques (phosphatase alcaline,
leucine aminopeptidase et y-glutamyl transférase), chez des rats traités par gavage avec 290
ng d’OTA/kg p.c., tous les 2 jours pendant 8 a 12 semaines. Des 1ésions dégénératives sur
I’ensemble du systéme tubulaire ont été observées chez le rat aprés exposition sub-chronique

a I’OTA par la voie orale (AFSSA, 2006).
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En outre, I’OTA est considérée comme un cancérigeéne rénal suite a une exposition a
long terme. Elle a été classée dans le groupe 2B « cancérogene possible pour I’homme » par
L’ Agence Internationale pour la Recherche sur le Cancer (IARC, 1993).

L’implication de I’OTA dans le développement de différents types de cancer a savoir
les adénocarcinomes rénaux, le cancer des testicules et les tumeurs hépatiques a été rapporté

chez le rat, la souris mais aussi chez I’homme (Castegnaro et al., 1998).

4.10.3. Néphrotoxique

L’OTA est potentiellement néphrotoxique chez tous les mammiferes non ruminants
(Ribelin et al., 1978). Cette mycotoxine est également associée a la néphropathie humaine
(Pfohl-Leszkowicz et al., 2009) et elle cause aussi la néphropathie endémique des Balkans
(BEN) chez I'homme, une maladie rénale dégénérative chronique, et des tumeurs du rein
affectant la population du sud-est de I'Europe (Pfohl-Leszkowicz, A et al., 2009). L’OTA est
également considérée comme la principale cause de la néphropathie tunisienne (Grosso, F et
al., 2003).

4.10.4. Tératogene

Le mécanisme de la tératogenése induite par 'OTA n'a pas été clairement défini
jusqu’a présent. Mais plusieurs recherches ont montré que ’OTA peut traverser le placenta et
s'accumuler dans les tissus feetaux, provoquant diverses anomalies morphologiques. Des cas
de dysmorphogenése prénatale ont été rapportés chez les souris (Hayes, A.W., R. Melton, et
S.J. Smith, 1974), les poulets (Gilani, S.H., J. Bancroft, et M. Reily et al., 1978), les rats et
les hamsters (Mayura, K. et al ,1984).

4.10.5. Hépatotoxicité

A également pour cible le foie ou elle sera bio transformée et détoxifiée (Gareis et
al., 1996). L’OTA s’est montrée hépatotoxique aussi bien in vitro (Hundhausen et al., 2005)
qu’in vivo (Gagliano et al., 2006). Au niveau des mitochondries hépatiques, I’OTA inhibe
compétitivement la cytochrome C oxydase, la succinate déshydrogénase et I’ATPase (Wei et
al., 1985).

L’hépatotoxicité induite par I’OTA semble étre aussi due a ’altération de la balance
oxydo-réductrice Revue bibliographique 18 (Gagliano et al., 2006). L’administration orale de

I’OTA a des souris augmente I’incidence de tumeurs hépatiques (Bendele et al., 1985).
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4.10.6. Neurotoxique

L’OTA semble d’étre hautement toxique pour les cellules nerveuses et capable
d'atteindre a tout moment le tissu neural (Brown, M.H., G.M. Szczech, et B.P. Purmalis et
al., 1976). 1l a été demontre que I'administration d'OTA a la gestation 38 chez le rat induisait
de nombreuses malformations du systeme nerveux central (Pfohl-Leszkowicz et al., 1999).
En 2001, Soleaset al.ont rapporté que I'OTA peut étre considérée comme une cause possible
de certaines lésions (Soleas, G.J., J. Yan, et D.M. Goldberg et al., 2001).

4.10.7. Immunotoxicité

De nombreuses études ont montré que I’OTA est un puissant immunosuppresseur in
vitro et in vivo (Castegnaro ,Pfohl-Leszkowicz et al.,, 2002). L’OTA peut inhiber la
prolifération des lymphocytes périphériques T et B, abolir la production d’interleukine 2 et de
ses récepteurs (Lea et al., 1989), diminuer la production d’anticorps (IgG, IgM, IgA) (Muller
et al., 1995) et supprimer I’activité de cellules tueuses et la production d’interféron (Luster et
al., 1987). En revanche, ’OTA semble exercer un effet immuno-stimulateur par 1’induction
de cytokines (médiateurs pro-inflammatoires) tel que le TNFa (Facteur de nécrose de tumeur)
hépatique (Weidenbach et al., 2001).

4.10.8. Toxicité cancérogene, génotoxique et mutagéne de I'OTA

Plusieurs études ont été publiées expliquant les modes d'action impliqués dans la
toxicité et la cancérogénicité de I'OTA (Schilter, B., et al., 2005). Aprés de nombreuses
recherches, la génotoxicité de I'OTA et son réle dans la cancérogénicité ne sont pas tres
claires (Kuiper-Goodman, T., et al., 2010). Plusieurs auteurs et groupes d'experts ont conclu
que I'OTA est génotoxique (Russo, A., et al., 2010; Pfohl-Leszkowicz, A, R.A.
Manderville et al., 2012) . Cependant, d'autres auteurs indiquent qu'il est probable que I'OTA
agisse par un mécanisme génotoxique direct (JECFA,2007) et que sa cancérogénicité soit due
a un mécanisme indirect, tel que linduction d'un stress oxydatif (Arbillaga, L., et
al.,2007).Enfin et aprés nombreux preuves de ’effet carcinogene de I’OTA découvertes dans
plusieurs études sur des animaux, le Centre International de Recherche sur le Cancer (IARC)

a classé I'OTA comme cancérogene possible pour I'homme (groupe 2B) en 1993.
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1. Détoxification par microorganismes

1.1. Détoxification par microorganismes contre I’aflatoxine
1.1.1. Lutte par utilisation des bactéries ubiquitaires du sol

Des souches bactériennes bio-compétitives ubiquitaires du sol peuvent aussi étre
utilisées pour leurs effets antagonistes sur différentes espéces d’Aspergillus ainsi que d’autres
champignons toxinogenése (Shams-Ghahfarokhi et al., 2013 ; Tsitsigiannis et al., 2012).
Ces bactéries, de distribution mondiale, appartiennent surtout aux genres Bacillus et
Pseudomonas, ainsi que Agrobacterium et Streptomyces. Ces especes sont capables de
produire des endospores et des composés bioactifs a large spectre d’activité rendant possible
leur utilisation en tant qu’agents potentiels de bio contrdle (Shams-ghahfarokhi et al., 2013).
C’est en 1988 qu’une souche de Bacillus subtilis a été identifiée comme ayant un effet
inhibiteur sur le développement des souches d’A. flavus et d’A. parasiticus (Kimura and
Hirano, 1988). Le métabolite actif, I’iturine A, a été breveté pour le controle des aflatoxines
dans les céréales et graines oléagineuses (Mehdi RazzaghiAbyaneh, 2013). Il existe d’autres
exemples de molécules actives d’origine bactérienne. Ainsi, les blasticidines A et S,
’aflastatine A et la dioctatine A sont des métabolites produits respectivement par des souches
de S. griseochromogenes, Streptomyces sp. MRI142 et Streptomyces sp. SA-2581 et qui
présentent toutes un effet anti-aflatoxinogéne lié a une inhibition au niveau transcriptomique
de la voie de biosynthése de I’AF (Razzaghi-Abyaneh et al., 2010). Enfin, une souche de
Bacillus megaterium, isolée de la mer jaune en Chine de I’Est, a été évaluée pour son

potentiel a réduire I’altération liée a A. flavus sur des grains d’arachides aprés la récolte.

1.1.2. Lutte par utilisation des bactéries lactiques
Parmi les souches bactériennes exercant une inhibition sur la synthése de mycotoxines,

les bactéries lactiques (LAB) ont également démontré une efficacité a inhiber la production
d’aflatoxines par A. flavus et A. parasiticus, in vitro. Les LAB sont des microorganismes
largement utilisées dans les procédés fermentaires alimentaires et font également partie de la
flore intestinale humaine normale (Dalié et al., 2010). Elles peuvent aussi se trouver dans le
sol (Chen et al., 2005) et représenter des agents de bio-contréle pour les cultures. Les especes
de LAB anti-mycotoxinogenes connues appartiennent aux genres Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Weissella (Ahlberg et al., 2015). En acidifiant le milieu, ces bactéries
acquierent une prédominance compétitive et épuisent les nutriments du milieu, bloguant ainsi
la croissance d’autres espeéces (De Muynck et al., 2004). De plus, des études ont demontre

une diminution de la contamination par des mycotoxines, pouvant aller jusqu’a 50% pour les
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aflatoxines (AFB1 et AFG1), dans les aliments fermente par les LAB. Ce phénomene pourrait
étre 1i¢ a une dégradation de la toxine présente dans le milieu. Ainsi, les niveaux d’AFM1
dans le lait peuvent étre réduits de 34% par fermentation et stockage de yaourts ayant un pH
de 4 (Juodeikiene et al., 2012). Un traitement par une souche ou bien un mélange de
plusieurs LAB (Lactobacillus, Lactococcus et Leuconostoc) ainsi que d’autres bactéries
produisant de 1’acide acétique pourrait permettre une inhibition totale du développement d’A.
flavus et donc éviter la production d’aflatoxines dans les aliments fermentés (Ahlberg et al.,

2015; Silva et al., 2015).

1.2. Detoxification par microorganismes ou enzyme contre I’ochratoxine A

L’OTA peut étre également dégradée par les bactéries présentes dans le rumen des
polygastriques, ce qui rend ces animaux plus résistants aux mycotoxines que les animaux
monogastriques. A titre d’exemple, Eubacterium et Acinetobacter calcoaceticus se sont
révélées capables de dégrader I’OTA en OTa (Hwang & Draughon, 1994 ; Schatzmayr et
al., 2005). De méme, des souches de Rhizopus stolonifer et R. microsporus peuvent dégrader

I’OTA avec une efficacité pouvant atteindre 96% sur un blé humidifié (Varga et al., 2005).

Les bactéries lactiques (Lactobacillus, Streptococcus et Bifidobacterium) et les levures
(Saccharomyces cerevisae), utilisées dans les procédés de fermentation agro-alimentaires,
peuvent aussi décontaminer les denrées contaminées par les mycotoxines (Varga et al.,
2005). L’OTA présente dans 1’orge s’est retrouvée dégradée par fermentation éthanolique
(Karlovsky et al ,. 1999). En revanche, I’OTA retrouvée dans le vin explique sa résistance au

processus de fermentation (Lopez de Cerain et al., 2002).

Des enzymes naturelles ont également la capacité de dégrader ’OTA. La dégradation
de ’OTA, en divers produits non identifi¢s, a ét¢ mise en évidence par des suspensions de
cellules de blé, d’orge ou de mais. Ces transformations enzymatiques incluent des réactions
d’hydrolyse, de méthylation et d’hydroxylation qui conduisent parfois a une perte du potentiel
toxique de la molécule (Ruhland et al., 1996). Une lipase, isolée a partir d’Aspergillus niger
dégrade ’OTA en OTa (Stander et al, 2001). D’autres activités enzymatiques, ainsi que

d’autres microorganismes, ont été caractérisés pour leur potentiel de dégradation de I’OTA.
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2. Détoxification par utilisation des plantes médicinales contre

I’aflatoxine et ’ochratoxine A

2.1. Généralité sur les plantes médicinales

Dans le monde, les plantes médicinales ont toujours été utilisées comme médicaments.
Ces derniers a base de plantes sont considérés comme peu toxiques et doux par rapport aux
médicaments pharmaceutiques. Les industries pharmaceutiques sont de plus en plus
intéressées par 1’étude ethnobotanique des plantes (Dibong et al, 2011). Les plantes
médicinales demeurent encore une source de soins medicaux dans les pays en voie de

développement, en absence d’un systéme médical moderne (Tabuti et al., 2003).

Généralement ont utilisé les extraits des huiles essentielles des plantes pour lutter
contre les intoxications induites par les mycotoxines (Isman and Machial, 2006).

2.1.1. Les huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont un mélange de composés volatils (métabolites
secondaires) isolés des plantes essentiellement par hydro-distillation. Elles sont
majoritairement constituées de mono- et sesquiterpénes mais peuvent aussi contenir des
hydrocarbures non terpenoides, phenylpropanoides, esters, lactones, phthalides, des structures
azotées ou sulfurisées et des isothiocyanates. il s’agit de composés lipophiles qui se
distinguent par leurs propriétés aromatiques, d’ou leur utilisation comme arémes ou parfums
(Chizzola et al ., 2013). Par ailleurs, certains composes sont également utilisés pour leurs

nombreuses activités biologiques: bactéricide, insecticide et fongicide (Isman et al., 2000).

A la vue de leurs différentes propriétés biologiques, les HE ont été testées pour lutter
contre les mycotoxines (Abd EIAziz et al., 2015).Les résultats de différentes études sont
regroupés dans le Tableau 9. Ils montrent que de nombreuses huiles sont capables de bloquer
la synthése d’aflatoxine et 1’ochratoxine A (Tian et al., 2012).
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Tableau 09 : Effet inhibiteur de quelques huiles essentielles sur la production des

aflatoxines et I’ochratoxine A.

Nom scientifique Nom commun Références
Cuminum cyminum Cumin (Kedia et al., 2014b)
Laurus nobilis Feuilles de Laurier (Atanda et al., 2007)
Mentha spicata Menthe (Snoussi et al,. 2015)
Salvia officinalis les feuilles de la sauge (Pujuguet et al,. 2008)

2.3. Présentation et description botanique de quatre plantes utilisées dans

cette étude

2.3.1. Cuminum cyminum

Le cumin est une plante médicinale provient probablement du secteur méditerranéen.
Cette plante a diverses propriétés médicinales, on peut citer : stomachique, diurétique,
carminative, stimulante et antispasmodique (Minakshi-De, Amit Krishna De, Ranjana
Mukhopadhy A Y, Arun Baran Benerjee et Manuel Miro et al., 2003) (figure 08).

2.3.1.1. Classification (Quezel et santa et al ., 1963)
Regne : Végétale

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotyledones
Ordre : Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Cuminum

Espéce : Cuminum cyminum L.
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2.3.1.2. Les activités biologiques de Cuminum cyminum L.
2.3.1.2.1. Activité antibactérienne

En 1994 Shetty, Singhal et Kulkarni ont rapporté que I’huile essentielle des graines
de cumin a des propriétés antimicrobiennes (A. B. Hendrich et al., 2006) Sagdic et Ozcan
ont testé in vitro, sur quinze bactéries 1’activité antibactérienne des hydrosoles de sieze épices
(S. A. B. E.Van Acker et al., 1996) Les hydrosles du cumin ont été actifs, seulement sur

bacillus brevis, Entérobacter aerogenes et E.coli.

L’huile essentielle du cumin a montré un effet antibactérien, plus fort que selui du
romarin contre E.coli, Staphylococcus aureus et listeria monocytogenes (Z. Sroka et al.,
2005).

L’étude in vitro, a montré une activité antifongique des hydrosols du cumin contre
quelques mycetes de microbes pathogénes de plantes (C. Aliaga et al. 2004). O’Riordan et
Wilkinson et al. 2002 ont constaté 1’absence de la contamination par 1’aflatoxine, dans les

échantillons commerciaux du cumin.

2.3.1.2.2. Activité anti-oxydante
Les huiles essentielles du romarin et du cumin ont montré des activités anti radicalaires

et anti-oxydantes. Les résultats de I’essai de blanchissement du B-caroténe ont été meilleurs

que ceux de I’essai du balayage du radical libre 2-2diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) 44.

i

Figure 08 : Cuminum cyminum L.
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2.3.2. Mentha spicata

Aujourd’hui, Le Menthe probablement la plus répandue et la plus célébre de nos

plantes médicinales et aromatiques.

Selon Snoussi et al (2015) M. Spicata a été utilisée traditionnellement pendant des
siecles Comme plante médicinale pour :

e soigner les affections biliaires, la constipation et les maux de ventre, pour combattre la
fievre et les rhumatismes, (Boukef et al., 1986).

e les maladies gastro-intestinales et respiratoires, et comme carminatif,
antispasmodique, diurétique et agents sédatifs, (Snoussi et al., 2015)

e La plante est employée comme aromatisant, pour parfumer le thé (Boukef et al .,
1986).

2.3.2.1. Classification (Quezel et Santa et al. 1962)
Régne : Plantae.

Embranchement : Embryophytes

Classe : Angiospermes
Ordre : Lamiales.
Famille : Lamiacées.
Genre : Mentha.

Espece : Mentha spicata.

2.3.2.2. Les activités biologiques de Mentha spicata.

Divers études ont montré que le Mentha spicata L possédes plusieurs activités
biologiques, grace a leur richesse en composés phénoliques et en huiles essentielles
(Abootalebian et al., 2016 ; Alace et al., 2016).

38
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2.3.2.2.1. Activité antimicrobienne

Plusieurs études ont démontrées que I’huile essentielle de Mentha spicata posséde une
activité antimicrobienne contre des microorganismes pathogenes y compris des Gram
négative, Gram positive et fongique. Cette activité est attribuée a la présence de carvone en
concentration élevé, mais comme les huiles essentielles contiennent plusieurs composants,
leurs activités antimicrobienne sont plutét en raison d’effets additifs, synergiques ou

antagonistes des constituants individuels (Bardaweel et al ., 2018).

2.3.2.2.2. Activité anti-oxydante

Il a été rapporté que le menthe verte possede une activité anti-oxydante en raison de la
présence d’acides phénoliques, de flavonoides, de carvones et d’acide ascorbique dans les
feuilles (Guimaraes et al ., 2011). Selon Scherer et al. 2013, la menthe verte peut devenir

une forme alternative d’antioxydants synthétiques ayant des effets néfastes.

2.3.2.2.3. Activites insecticide
Teixeira et al .,(2014) ont montré que I’huile essentielle des feuilles de Mentha

spicata L est considérée comme une source alternative pour la gestion des insectes.

Figure 9: Mentha spicata
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2.3.3. Laurus nobilis

Le laurier est une plante originaire des régions méditerranéennes, Il est largement
utilisé comme agents de saveur pour la préparation des aliments (Ouchikh et al., 2011). Ses
feuilles sont utilisées pour supprimer 1’hypoglycémie, les infections fongiques et bactériennes,
pour traiter 1’éructation, flatulences et des problemes gastro-intestinaux. Il présente également
des activités biologiques anti-inflammatoires, anti-convulsivantes, antiépileptiques,
antimicrobiennes et antioxydants (Chmit et al., 2014 ; Djenane et al.2015; Taoudiat et al.,
2018)(figure 10).

2.3.3.1. Classification (Quezel et santa et al.,1963)
Regne : Végétale

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotylédone
Ordre : Laurales
Famille : Lauraceae.
Genre : Laurus

Espéce : Laurus nobilis L.

2.3.3.2. Les activités biologiques de Laurus nobilis L.
Plusieurs travaux ont mis en évidence les différentes activités biologiques des plantes
aromatiques et médicinales (Laurus nobilis), en particulier leurs pouvoirs antifongiques,

antibactériens, antioxydants et insecticides.

2.3.3.2.1. Activité antioxydant
Activitée antioxydant des extraits méthanoliques (bruts et degraissé) des feuilles,
d’écorce et de fruit de Laurus nobilis, et de ont été étudiés au niveau de la peroxydation

lipidique dans les liposomes, (Simié et al., 2003).

Ozcan et al., (2010) déterminé I'antioxydant potentiel activité de I'huile essentielle et
extrait méthanolique d'huile de graines de L. nobilis en employant le piégeage des radicaux

libres DPPH (diphenylpicrylhydrazyle) et les systémes de test a l'acide p-carotene / acide
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linoléique. Dans les deux systemes de test I'huile essentielle et I'extrait méthanolique d'huile

de graine de L.nobilis a montré des propriétés anti-oxydantes.

2.3.3.2.2. Activité antibactérienne

Les huiles essentielles de laurier noble possedent une notable activité anti-infectieuse.
Celle.ci peut étre considérée comme modérée en comparaison a d’autre HE, mais néanmoins
intéressant en theérapeutique. Par ailleurs de nombreux travaux confirment son activité
antimicrobienne a large spectre in vitro de par sa forte concentration en 1,8-cinéol associer
notamment a de I’eugénol ou son méthyle. Etude de (Dadalioglu et Evernddilek et al., 2004)
a montré une efficacité d’HE sur Salmonella typhymurium , Staphylcoccus aureus et E.coli .
L’HE a une capacité d’inhiber les souches buccales de S.aureus avec une importante activité
anti-biofilm (Elsevier et al., 2017).

Yakhlefet et al., (2011) montrent que les extraits de Laurus noblis possede une
capaciteé antimicrobienne mais faible en comparaison avec les extraits d’autre espéce (Thymus

vulgaris) avec un spectre antimicrobien plus large et a des doses plus faibles.

2.3.3.2.3. Activité antifongique

Une étude de I’activité antifongique d’huile essentielle de la plante laurus nobilis sur
les souches d’Aspergillus ochraceus. a été réalisé par la méthode d’hydrodistillation. Le teste
est réaliser par méthode de contact direct sur 1’Aspergillus ochraceus dans des différentes
concentrations d’huile (0.05, 0.25 et 0.5% de HE). Les résultats de cette étude montrent
qu’HE de laurus noblis posséde une importante d’activité antifongique sur cette souche ; un

indice d’inhibition de 100% avec la concentration de 0.5%. (Salhi. N et al., 2015).

Figure 10 : Laurus nobilis L
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2.3.4. Salvia officinalis

Les sauges ont été employées comme des plantes & propriétés médicinales salutaires
pendant des milléniums. La sauge était un composant fréquent des mélanges de tisanes,
recommandés pour les patients tuberculeux. Outre ces utilisations, les feuilles de la sauge
(S.officinalis), montrent une gamme des activités biologiques; antibactérienne, antifongique,
antivirale et astringente (Baricevic et Bartol et al. , 2000). La sauge est avérée active dans les
préparations combinées pour le traitement de la bronchite aigué et chronique (figure 11).

2.3.4.1. Classification taxonomique

La sauge suit la classification suivante selon Cronquist(1968).

Regne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Lamiales
Famille : Lamiaceae
Genre : Salvia

Espece : Salvia officinalis L

2.3.4.2. Les activités biologiques du Salvia officinalis

2.3.4.2.1. Effets anticancéreux et antimutagénes

L'activité anti tumorale potentielle de Salvia officinalis a été étudiée sur plusieurs
lignées cellulaires cancéreuses et des modeles animaux de cancer. Il a été rapporté que la
boisson au thé de sauge a empéché les phases d'initiation de carcinogenése du célon (Pedro et
al ., 2016) .

Les extraits de cette plante ont des effets inhibiteurs de la croissance sur les lignées
cellulaires du cancer du sein, du col, colorectal, insulinome, carcinome laryngé, carcinome
pulmonaire, mélanome et carcinome épidermoide de cavité buccale (Garcia et al., 2016 ; El
Hadri et al., 2010 ;Russo et al.,2013).
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En plus, Salvia officinalis a des effets anti-migrateurs, anti-angiogéniques et
antiproliférative (Keshavarz et al., 2010 ; Bidmeshkipour et al., 2011)et peut agir comme
inhibiteur de mutagenese. Son huile essentielle a permis de réduire les mutations induites par

les UV chez Escherichia coli et Saccharomyces cerevisiae (Vukovic-Gacic et al., 2006).

Salvia officinalis contient I'acide rosmarinique qui empéche la croissance de diverses
cellules cancéreuses humaines, y compris I'adénocarcinome du sein, le carcinome du colon, la
leucémie myéloide chronique, la prostate, le carcinome hépatocellulaire et le carcinome

pulmonaire & petites cellules (Xavier et al., 2009 ; Yesil-Celiktas et al., 2010).

2.3.4.2.2. Activités antioxydantes
Le stress oxydatif joue un réle important dans l'initiation et progression de plusieurs
maladies, comme le cancer, les troubles cardiovasculaires, le diabete et les maladies

neurologiques (Toyokuni et al., 2016).

Les antioxydants naturels protégent les cellules contre la ROS, alors que plusieurs
études Suggeére que Salvia officinalis possede de puissantes activités antioxydants
(Horvathova et al., 2016).

2.3.4.2.3. Activités anti-inflammatoires

L'inflammation et la douleur sont les deux principaux symptémes qui se produisent en
réponse a des dommages aux tissus. Les médicaments conservateurs anti-inflammatoires non
stéroidiens sont encore un élément clé du traitement pharmacologique de ces symptémes.
Cependant, les utilisations cliniques de ces médicaments sont accompagnés d'effets
secondaires désagréables tels que les complications cardiovasculaires (Brune et al., 2015).

Des études ont montré que Salvia officinalis a été anti-inflammatoire .Par exemple, il a
été démontré que cette plante aide a contrbler la douleur neuropathique en chimiothérapie
(Abad et al., 2011).

2.3.4.2.4. Activités antiseptiques

Plusieurs études montrent que salvia officinals a des effets antimicrobiens. L'huile
essentielle et ’extrait éthanolique de Salvia officinalis ont des effets bactéricides et
bactériostatiques contre les deux bactéries : Gram-positives et Gram négatives (Hayouni et
al., 2008 ; Mitic-Culafic et al., 2005).
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En plus de l'action antibactérienne, Salvia officinalis a été rapporté pour induire des

effets antifongiques, antiviraux et antipaludiques (Badiee et al., 2012).

2.3.4.2.5. Effets métaboliques

Les études expérimentales et cliniques ont confirmé les bienfaits des certaines plantes
médicinales sur le métabolisme corporel en particulier I'état glycémique, les lipides sériques,
la lipolyse et l'adipogénese (Hernandez-Saavedra et al., 2016 ; Milne et al., 2006 ;
Ghorbani et al., 2014)

. Des enquétes pharmacologiques récentes ont démontré que différents extraits de
parties aériennes de Salvia officinalis peuvent diminuer la glycémie (Behradmanesh et al.,
2013 ;Lima et al., 2006).

Hernandez-Saavedra et al. (2016) ont déclarés que la perfusion préparée a partir de
cette plante réduisait les triglycérides sériques, le cholestérol total et les lipoprotéines de
faible densité (LDL).

Figure 11: Les feuilles de la sauge




3. Procede d’obtention d’huile essentielle
Il existe plusieurs méthodes d’extraction, elles sont choisies en fonction de la partie de
la plante ou se trouve I’huile essenticlle, ainsi que de la qualit¢ et de sa valeur

thérapeutique.De chaque procédé résulte un produit différent (Huete et al., 2012).

3.1. Hydrodistillation

L’hydrodistillation simple consiste a immerger directement le matériel végétal a traiter
(intact ou éventuellement broyé « turbodistillation » dans un alambic rempli d’eau qui est
ensuite portée a ébullition. Les vapeurs hétérogenes sont condensées sur une surface froide et
I’huile essentielle se sépare par différence de densité.Dans une variante du procédé le matériel

végétal est broyé in situ (turbo-extracteur) (Bruneton et al., 1999).

Figure 12 : Appareil d’hydro-distillation (Cazau-beyret et al., 2013).
(1) Chauffe-ballon ; (2) L’eau en ébullition ; (3) thermomeétre ; (4) réfrigérant ;(5) arrivée et
sortie d’eau ; (6) éprouvette graduée ; (7) matériel végétal ; (8) huile essentielle ou essence.

3.1.1. Les avantages
» C’est I'une des méthodes les plus anciennes et facile a mettre en oeuvre.
» L’équipement est peu couteux.
» Ce mode d’extraction respecte les composants trés fragiles des plantes a huiles
essentielles.
» Essence de bonne qualité, trés concentrée.

» Rendement en huile essentielle trés élevé (Bocchio et al. ,1985).



3.1.2. Les inconvénients
» Perte d’une partie d’essence par évaporation et oxydation de certains constituants des
essences solubles dans I’eau.
> Procédé violent en cas de manque de précaution, il y’ a casse du chauffe ballon.
» Altération de certaines substances odorantes a la température d’ébullition de 1’eau

(Ben yousef et al., 1999).
4 .1solement, identification, purification des champignons

4 1. Isolement des champignons

Rarement, un environnement naturel contient uniquement un seul type de
rnicroorganisme. Dans la plupart des cas, une énorme variété de micro-organismes est
simultanément présente et c'est aux rnicrobiologistes de concevoir la stratégie, les méthodes et
les procédures qui permettront d'isoler, de cultiver et de sélectionner un rnicro-organisme
particulier. Pour cet isolement, des échantillons appropriés, contenant une importante
rnicroflore naturelle, doivent étre choisis trés attentivement. En particulier, il faut aller

chercher le rnicro-organisme dans son habitat.

Pendant l'isolement d'un rnicro-organisme, la technique d'enrichissement est
généralement utilisée. Cette technique est réalisée, en ajoutant un échantillon dans un milieu
de culture sélectif et en fixant diverses conditions d'incubation. L'objectif d'une culture

d'enrichissement est I'obtention d'une population rnicrobienne spécifique en culture pure.

La mise en ceuvre d'une culture d'enrichissement fait appel a la technique de
I'étalement en surface (technique des stries) ou a la technique de dilutions successives en
milieu liquide jusqu'a I'épuisement de la microflore. La premiére et principale étape pour la
production d'un métabolite microbien par un procédé fermentatif, consiste a sélectionner un
micro-organisme adéquat qui soit capable de produire, le plus rapidement possible, le
métabolite d'intérét a des concentrations convenables. Pour atteindre ce but, il est nécessaire
d'isoler et de sélectionner des nouveaux microorganismes possédant la caractéristique
souhaitée. La sélection d'un micro-organisme constitue une étape trés importante en
Biotechnologie et elle est un des paramétres essentiels de la réussite ou del' échec du
développement d'un nouveau procédé microbien. De plus, on devrait considérer, des le départ,

comme un des critéres pour la sélection d'un micro-organisme, sa capacité de se développer



sur un milieu simple et bon marché. En régle générale, ce micro-organisme devrait étre pur et

doté d'une viabilité et d'une stabilité génétique remarquables (SCRIBAN et al, 1993).

Par ailleurs, si la préparation enzymatique obtenue par un procédé de fermentation est
destinée & entrer en contact avec des aliments, la souche qui I'a produite doit avoir recu le
label «alimentaire », c'est-a-dire de faire partie des souches G.R.A.S. (Generaly Recognized
As Safe).

4 2. ldentification de champignons

Pour des questions pratiques, nous allons consacrer cette section d'identification des
champignons, uniquement pour deux ordres de champignons: Les Mucorales et les
Hyphomycétales. Plus particulierement, la description des especes thermophiles ou
thermotolérantes de Rhizomucor, de Rhizopus et d'Aspergillus sera développée, étant donné
que ces trois genres seront etudiés tout au long de ce travail. L'identification des champignons
selon BOTION et al. (1985a) fait essentiellement appel aux caractéres culturaux et

morphologiques tels que:

« Caractéres culturaux : vitesse de la croissance apicale ; texture, marge, épaisseur et

couleur de la colonie; pigmentation de I'agar, production d'exsudat et odeur des colonies.
« Caractéres morphologiques :

a - Du mycélium : absence ou présence de cloisons, couleur, dimensions,

ornementation des parois, mode de ramification, différenciation des thallospores.

b - Des organes différenciés et de leur contenu : forme, couleur, dimensions, texture

des parois et ornementations.

Les observations culturales et microscopiques des _structures fongiques réalisées pour
identifier la classe, I'ordre, le genre et I'espece des nouvelles souches isolées répondent aux
descriptions évoquées par BOTION et coll. (1985), SAMSON et coll. (1996) et DOMSCH et
GAMS (1993). En regle genérale, ces observations sont faites a partir des cultures réalisées
sur Malt Extrait Agar (MEA) a 30°C.

Des cles d'identification des champignons sont établies par différents groupes de
chercheurs afin de classer les nouvelles souches. On donnera par la suite uniqguement les clés

nécessaires pour identifier les souches que nous avons isolées.



4.2.1. Le genre Aspergillus

Les clés d'identification du genre Aspergillus sont les suivantes:

* Coniophores dressés et renflés en vésicule.

* Vésicules portant des phialides (cellules conidiogenes).

* Spores unicellulaires (conidies) groupées en chaines formées a partir des phialides.

Si les phialides sont directement insérées sur la vésicule, ces Aspergillus sont appelés
Aspergillus uniséries. Mais, si les phialides sont portées par des cellules intercalaires

(métules) insérées sur .Ja vesicule, ces Aspergillus sont appelés Aspergillus bisériés.
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1. Etude prophylactique de Cuminum cyminum et Laurus nobilis contre
I’aflatoxine

1.1. Rendements en huile essentielle

Les rendements en HEs ont été calculés en fonction de la matiére végétale seche. Les
valeurs obtenues représentent la moyenne des rendements d’extraction sur 3 extractions
indépendantes. Les deux plantes étudiées montrent des rendements variables, allant de 1,08%

a1,13% (p/p, poids sec). Ces derniers sont résumes dans le Tableau 10.

Le rendement obtenu pour ’HE de Cuminum cyminum est 1,08%. Ce rendement est
comparable a ceux obtenu par d’autres auteurs. En effet, Ramy et al. (2010) ont indiqué que
le rendement en HEs de Cuminum cyminum était 3,20%. Cependant, Benrejdal et al. (2012)
et Ravi et al. (2007) ont indiqué de rendements de 2, 25%.

Concernant, Laurus nobilis lui rendement était de 1,13%. Ce résultat est comparable a
ceux obtenu pour Haddouchi et al. (2009) qui ont observé que le rendement de L. nobilis
originaire de Tlemcen (Algérie) était de 1,2%. L’HE extraite de L. nobilis Iranien avait
comme rendement 1,1% (Verdian-Rizi et Hadjiakhoondi, 2008). Cependant, le rendement
de notre HE extraite a partir de laurier est plus ¢élevé que celui de laurier originaire d’El Kala
(Algérie): 1,3 vs. 0,6% (Ouibrahim et al., 2013). Notre laurier a révélé un rendement

inférieur par rapport a celui du Maroc: 1,3 vrs. 2,5% (Yilmaz et al., 2013).

Ces différences de rendement en HE peuvent étre expliquées par les divers parametres
appartenant a deux catégories. Ceux intrinseques qui correspondent aux especes, aux organes
et a la maturité des plantes, ainsi qu’aux méthodes culturales, a la récolte, les interactions
temporelles et environnementales (climat, sol, etc.) et, ceux extrinseques comprenant
I’extraction, le stockage et le conditionnement. Selon Vekiari et al. (2002), la période de
récolte, I’organe de la plante, la duré de séchage et la méthode d’extraction sont des facteurs

parmi d’autres qui peuvent aussi avoir un impact direct sur les rendements en HE.
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Tableau 10 : Variation des rendements d’extractions par hydrodistillation des HEs de C.

cyminum et L. nobilis

HE Rendement (%o)
C. cyminum 1,08 £ 0,15
L. nobilis 1,13 £0,028

1.2. Composition chimique des huiles essentielles

1.2.1. C.cyminum

La CG/SM a permis de recenser 13 composés a partir de 1’essence de C. cyminum dont
le cuminaldehyde, 1’0-cyméne, 1’a-méthyl benzéne méthanol et le B-pinene sont les
constituants majoritaires représentés avec des pourcentages de 65,98%, 18,39%, 4,51%,
4,38% et 1,89%, respectivement. Les composants identifiés ont constitué 99,98% de 1’huile

(tableau 11).

'

o1
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Tableau 11 : Composés chimiques d’HE de C. cyminum

Composants % C. cyminum

a- Pinene 0.22
B-Pinene 4.38

2-Viny 0.27

I-2,3-dihydro-4H-pyran

0-Cymene 18.39
1,8-Cinéole 0.23
4-t-Pentylcyclohexene 0.26
Tricyclo[5,1,0,0(2,8)]octane 0.29
Méthyl chavicol 0.29
m-Cuménol 0.50
Cuminaldehyde 65.98
1-Phényl-1-butanol 0.71
a-Méthyl- benzéne méthanol 4.51
p-Cymen-7-ol 0.63
2-Thiophenealdehyde 1.89
1-Meéthyl-2 Phénylcyclopropane 0.73
Isomenthol 0.70

Total identifié 99.98
Monoterpénes Hydrocarbonés 22.99
Monoterpenes oxygénés 72.84
Autres 4.15

Selon Saha et al. (2016), le cuminaldéhyde était le constituant majeur de I’'HE de C.
cyminum. Ses concentrations étaient de 52,6 et 37,3% pour une hydrodistillation et extraction
par CO2 supercritique, respectivement. Les autres constituants principaux sont le carenal (2-
caren-10-al) (24,5-25,8%) et 1’alcool cuminique (13,3-19,3%). Li et Jiang (2004) ont indiqué
que les graines de cumin provenant de la Chine sont constituées du carenal (2-caren-10-al)
(36,31%), de I’alcool cuminique (16,92%), du y-terpinéne (11,14%), du safranal (10,87%), du
p-cymene (9,85%) du B-pinéne (7,75%) comme composants principaux. Des observations

similaires ont été rapportées par Uhl (2000). Cette étude a rapporté que le cuminaldéhyde
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(33%), le B-pinéne (13%), le terpinene (29,5%), le p-cyméne (8,5%), le p-menthon-1,3-
diéne7-al (5,6%), I’alcool (2,8%) et le B-farneséne (1,1%). Une observation similaire a été
signalée par Viuda-Martos et al. (2007), a I’exception de la présence d’alcool cuminique.
Beis et al. (2000) ont rapporté que le p-mentha-l, 3-dien-7-al et le p-mentha-I, 4-dien-7-al sont
¢galement des constituants majeurs de I’HE de cumin en dehors du cuminaldéhyde, du
pcyméne et du B-pinéne. Rebey et al. (2012) ont signalé¢ 38 composés dans I’HE de C.
cyminum, représentant 98,07% des constituants totaux. Cette HE a été caractérisé par la
domination des hydrocarbures terpéniques, constituant la classe principale (54,38%) suivi par
les alcools (26,90%), les aldéhydes (15,83%), tandis que les cétones, époxydes, phénols et
ester sont faiblement représentés. L’HE a été caractérisé par le y-terpinéne (25,58%) en tant
que composé principal, suivi par le 1-phényl-1,2 éthanediol (23,16%), le cuminaldéhyde
(15,31%), le B-pinene (15,16%) et le p-cymeéne (9,05%). En fait, plusieurs chimiotypes ont été

rapportés selon I’origine du cumin étudié.

Quatorze (14) composés représentant 86,75% de I’HE extraite de C. cyminum ont été
identifiés selon Ladan (2015). Les composés détectés sont le thymol (40,65%), le y-terpinene
(24,51%), le B-pinéne (5,38%), 1’a-pinéne (3,47%), le camphéne (2,31%), le terpinéne-4-ol
(2,00%), le cuminaldéhyde (1,79%), I’a-thujene (1,45%), 1’aterpinoléne (1,17%), le myrcene
(1,07%), le limonéne (1,04%), I’a-phyllanderéne (0,94%) et 1’acétoxylinalool (0,57%) et le
sabinene (0,37%). Li et al. (2009) ont signalé les composés majoritaires de I’HE de C.
cyminum: cuminal, le safranal, le 2-éthylidéene-6- méthyl-3,5-heptadiénal, 1’a-proylbenzene-
méthanol et le I-méthyl-4- (1-méthyléthyl) -1,4- cyclohexadiene. Dans une autre étude
réalisée par Derakhshan et al. (2008), les constituants principaux de I’HE de C.cyminum sont
le cuminaldéhyde, le p-mentha-1,3-dien-7-al, le pmentha-1,4-dien-7-al, le terpinene, le p-
cymeéne et le B-pinéne. Kedia et al. (2014) ont identifi¢ 16 composants différents de I’HE de
C.cyminum, représentant 97,45% de la composition totale. Les composants les plus abondants
de I’HE sont le cyméne (47,08%), le yterpinéne (19,36%), le cuminaldéhyde (14,92%) et le
laevo-B-pinéne (11,50%). Jalali-Heravi et al. (2007) ont utilisé la CG-SM pour caractériser
les composants d’HE du cumin iranien. Au total, 19 composants ont été identifiés par des
recherches directes de similarit¢ pour 1’huile de cumin. Ce nombre a été étendu a 49
composants, a I’aide de techniques chimiométriques. Les principaux constituants du cumin
sont le y-terpinéne (15,82%), le 2-méthyl-3- phénylpropanal (32,27%) et le myrténique
(11,64%).
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1.2.2. L. nobilis

Le profil chimique de 1’huile de L. nobilis concorde avec plusieurs investigations qui
ont dénoté la forte teneur de cette HE en 1,8-cinéole (35,54%). Les monoterpenes les plus
prédominants dans I’huile du laurier, sont le camphene (13,35%), le linalol (11,39%), le
méthyl eugénol (7,78%), le sabinene (4,79%), I’a-pinéne (4,66%) le B-pinéne (3,21%) et le
terpene-4-ol (3,15%) (Tableau 12). Ben Jemaa et al. (2012).
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Tableau 12 : Composés chimiques d’HE de L. nobilis.

Composants %L. nobilis
a-Phéllandréne 0.59
a-Pinéne 4.66
Camphene 0.47
Sabinene 4.79
B-Pinene 3.23
Myrcéne 0.20
0-3-Caréne 0.59
a-Terpinolene 0.54
p-Cymeéne 0.19
m-Cymene 0.81
Limonene 1.30
1,8-Cineole 35.54
y-Terpinéne 0.89
trans-Sabinéne hydrate 0.26
a-Terpinoléne 0,31
Linalol 11,39
d-Terpinéol 0,23
endo-Bornéol 0,40
Terpinéne-4-ol 3,16
a-Terpinéol 2,17
Nérol 0,21
Zeta- Fenchene 0,18
Sabinene 0,69
Camphene 13,35
Eugénol 1,00
B-Eleméne 0,31
Méthyl Eugénol 7,78
B-Caryophylléne 0,56
Acide cinnamique 0,26
Bicyclogermacréne 0,17
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d-Cadinéne 0,23
12-Nor-caryophyl-5-en-2-on 0,21
Elemicine 0,57
Spathulénol 0,85
Caryophylléne oxide 0,57
Valencene 0,16
(E,2)-1,2- 0,20
diethylidénecyclopentane
t-Muurolol 0,66
Longifolene 0,23
Total identifié 97,77
Monoterpénes hydrocarbonés 32,77
Monoterpénes oxygénés 62,14
Autres 0,63

Kilic et al. (2005) ont rapporté que I’HE de L. nobilis de Turquie est principalement
constitué du 1,8-cineole (24,2-32,1%), du sabinéne (7,1-7,6%), de I’a-terpinyl acétate (4,8-
6,5%), de I’a-pinene (3,9-5,0%), et du B-pinéne (3,0-3,8%). Zheng-kui et al. (1990) ont
montré que le 1,8-cinéole (25,5-43,0%), le sabinene (2,1-6,8%), le linalol (4,4-22,7%), I’a-
terpinyl acetate (9,5-18,0%), et le méthyl eugénol (1,7-8,9%) sont les principaux constituants
de ’HE de L. nobilis Chinoise. Le 1, 8-cinéole (42,3%), ’a-terpinyl acétate (11,2%),
I’apinéne (7,8%), le B-pinene (5,9%), et le sabinéne (5,4%) sont les composés majoritaires
chez I’'HE de Tunisie (Bouzouita et al., 2001). Flamini et al. (2007). ont signalé que le 1,8-
cinéole (35,7%), I’E-sabinéne hydrate (9,7%), I’a-terpinyl acétate (9,3%), le méthyl eugénol
(6,8%), et le sabinéne (6,5%) sont les composes les plus représentatifs de L. nobilis récoltés
en Italie. Snuossi et al. (2016) ont rapporté que les constituants principaux d’HE de L. nobilis
Tunisien étaient le 1,8-cinéole (56%), I’a-terpinyl acétate (9,0%), le 4-terpinéol (5,2%), le
méthyleugénol (3,6%), le sabinéne (3,5%) et 1’a-pinene (3,2%). Caputo et al. (2017) ont
trouvé que le 1,8-cinéole (31,9%), le sabinéne (12,2%) et le linalol (10,2%) sont les
principaux composants de I’HE de L. nobilis Italien. Ben Jemaa et al. (2012) ont démontré
que les principaux composés communs de trois HEs de lauriers provenant de I’ Algérie, de la
Tunisie et du Maroc étaient le 1,8-cinéole, le linalool et I’isovaléraldéhyde. Marzouki et al.

(2009), ont également rapporté que les HEs de L. nobilis cultivées en Tunisie et en Algérie

[ 6]
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n’ont pas révélé de différences dans leur composition chimique. Les deux huiles ont contenu
les principaux constituants dans des proportions variables. Le 1,8-cinéole a représenté 31,0%

de I’huile dans les échantillons tunisiens et seulement 17,0% dans 1’huile algérienne.

1.3. Activité antifongique des huiles essentielles

Des différences d’efficacité ont été notées entre les différentes HEs sur la croissance
de I’espece fongique, A. flavus, potentiellement toxinogéne. L’action sur la croissance, a
montré une sensibilité significative de la souche a les HEs par rapport au témoin (p <0,05).
Cette sensibilité est sous la dépendance de la composition chimique des HEs et la fonction des
composés majoritaires a caractére antimicrobien. Généralement, les composants de faible
poids moléculaire et hautement lipophiles des HEs passent facilement a travers les
membranes cellulaires et provoquent une perturbation de [’organisation des cellules

microbienne (Chao et al., 2005).

1.3.1. Effet d’huile essentielle de C. cyminum sur la croissance d’A. flavus.

L’activité antifongique d’HE de C. cyminum est représentée dans la Figures 13. Une
activité significative (p < 0,05) a été observée proportionnellement a la concentration d’HE de
C. cyminum. En effet, la croissance d’A. flavus a été retardée de quatre jours a une
concentration de 1,00 mg/ml pour C. cyminum. La croissance mycélienne de I’A. flavus a été
totalement inhibée par le HE de C. cyminum a 1,25 mg/ml. L’activité antifongique traduite par
I’inhibition de la croissance de mycélium était proportionnelle a la concentration de 1’huile,
cela n’a pas empéché d’observer une évolution dans croissance mycélienne au cours

d’incubation.
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Figure 13 : Effet de I’'HE de C. cyminum aux différentes concentrations sur la croissance de

I’A. flavus pendant 7 jours d’incubation.
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Chapitre 03 : Résultats et Discussion

L’HE de C. cyminum montre une bonne activité antifongique qui pourrait étre
attribuée au cuminaldéhyde (65,98%) majoritaire. Ce composé volatil s’est avéré avoir une

forte activité antifongique (Singh et Upadyay et al., 1991; Tian et al., 2011).

L’activité antifongique de 'HE de C. cyminum pourrait étre aussi attribuée a la
présence de certains composants tels que le cyméne et le B-pinene qui sont déja connus pour
leur activité antimicrobienne (Souza et al., 2005). Outre, Kedia et al. (2014) ont révélé que
la teneur en ergostérol dans la membrane plasmique d’A. flavus a significativement été réduite
par les différentes concentrations de I’HE de C.cyminum. L’absence ou la présence
d’ergostérol dans les membranes fongiques entraine des instabilités métaboliques de la cellule
fongique, compromettant la reproduction et 1’activité infectieuse (Kerekes et al., 2013;
Freires de Almeida et al., 2014).

1.3.2. Effet des huiles essentielles de L. nobilis sur la croissance d’A. flavus.
Les résultats ont montré une efficacité antifongique prononcée de I’HE de L. nobilis
contre la souche testée. La croissance a été retardée de trois jours & 1,5 mg/m. Aussi la

croissance du mycélium était proportionnelle a la concentration de I’HE utilisée (Figure 14).

100 ’

E 90 - — L. nobilis L.

= 90 ~—a— Témomn e

s 80 —e—0.25 mg/ml o

o 70 0.5 mg/'ml o =
- = =

& 60 0.75 mg/ml - get————

2 <0 Imgml s e

® 29 1. 25mg/ml g e

< 40 1.5mg/'ml //-—’/.//-/:,/‘,’/_,

g 30 l‘ Smg/ml P — —

o 20 2mg/ml e

E 0 =

= L 1 2 3 4 5 6 -

Tempsd'incubation (jours)

Figure 14 : Effet de I’HE de L. nobilis aux différentes concentrations sur la

croissance de I’A. flavus pendant 7 jours d’incubation.

Daferera et al. (2000) ont indiqué que I’effet antifongique de HE est une
conséquence de la formation de liaisons hydrogenes entre les groupes hydroxyles des
composés phénoliques de HE et les sites actifs des enzymes cellulaires de la cible fongique.
Dos Santos Oliveira et Badiale Furlong (2008) ont rapporté que le type de la structure
phénolique est plus important que la concentration en ces composés. Il a été démontré que les

molécules possédant un groupe hydroxyle plus un systéme d’électrons délocalisés dans la
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structure du cycle phénolique ont une activité antifongique élevee (Safaei-Ghomi et Ahd,
2010).

Dans la présente étude I’HE de L. nobilis a montré une bonne activité antifongique.
Les résultats corroborent d’autres travaux sur le pouvoir antifongique de I’HE de L. nobilis
ont obtenu une bonne activité antifongique contre la croissance des Aspergillus sp. Guynot et
al. (2005). Ceylan et Fung (2004); Tajkarimi et al. (2010) dans leurs travaux ont révélé que
I’HE de L. nobilis a présenté des activités modérées.

Simic et al. (2004) ont mis en évidence 1’activité antifongique d’HE L. nobilis, vis-a-
vis d’especes fongiques. Cette activité peut €tre attribuée a I’interférence entre le composé
majeure 1,8-cinéole et la présence du sabinéne (Simig et al., 2004). Safaei-Ghomi et Ahd

(2010) ont indiqué que le 1,8-cinéole possede une activité antifongique potentielle.

Les travaux de Shukla et al. (2012) et Caputo et al. (2017) ont montré que le 1,8-
cinéole pur a provoqué une inhibition de la croissance mycélienne, mais a des concentrations
plus élevées que le HE dans leur totalité. D’aprés Gusarov et al. (2009), le 1,8-cinéole
provoque des changements morphologiques hyphal et des dommages dans la membrane

plasmique en provoquant une permeabilisation de la membrane.

2. Etude analytique de I’huile essentielle de Mentha spicata commun entre

I’aflatoxine et I’ochratoxine A

2.1. Rendement

Le rendement en huile essentielle est défini comme étant le rapport entre la masse
seche de la matiere végétale utilisée et la masse de 1’huile essentielle obtenue apres extraction
(AFNOR, 2000). Le tableau 13 illustre les rendements moyens en huile essentielle des parties
aériennes de Mentha spicata, extraites par la technique d’hydrodistillation en déférents

régions en Algérie.
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Tableau 13 : Rendements en huile essentielle de Mentha spicata.

Huile Zones de récolte Rendements % Références
essentielle de Béjaia 1.1% Brahmi et al. (2016)
Mentha Laghouat 1.04% Bardaweel et al. (2018)
spicata en
Algérie Tiaret 1.97% Selles et al. (2018)

Les résultats du tableau n°13 montrent que pour la menthe verte algérienne, le plus
grand rendement en huile essentielle est celui de la région de Tiaret (1.97%) (Selles et al.,
2018), suivi par celui de la région de Laghouat (1.04%) (Bardaweel et al., 2018) , tandis que
le plus faible est celui de la région de Bejaia (1.1%0) (Brahmi et al., 2016).

Ces variations peuvent étre expliquées par le fait que le rendement en huile essentielle
peut étre influencé par divers facteurs intrinséques, tels que le génotype de la plante, les
parties végetales utilisées, leur états de fraicheur, mais aussi par des facteurs extrinséques tels
que l'origine géographique, la saison de récolte, le climat, les propriétés physico-chimiques du
sol ainsi que, la méthode d’extraction employée, et sa période de seéchage et de stockage
(Zhao et al., 2013 ; Boukartaba et Hammoum et al., 2018).

2.2. Composition chimique d’huile essentielle de Mentha spicata

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM)
est une méthode d'analyse utilisée dans le domaine des huiles essentielles. La CPG consiste a
séparer et analyser les molécules organiques de I’huile, tandis que la SM consiste a identifier
et/ou a quantifier précisément de nombreux composés, le spectre de masse de chaque
molécule, est comparé a ceux contenus dans des bibliotheques de spectres informatisées ou
sous format papier construites au laboratoire ou commerciales (Sutour et al., 2010 ; Fekih et
al., 2015).

Les résultats de I'analyse de la composition chimique de I’huile essentielle de Mentha
spicata récoltée dans trois régions algériennes, a savoir, Laghouat, Tiaret et Bejaia, sont

mentionnés dans le tableau n°14
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Tableau 14 : La composition chimique des huiles essentielles de Mentha spicata

récoltée en Algerie.

Constituants Laghouat Tiaret Bejaia
(Bardaweel et al., (Selles et al., 2018) (Brahmi et al.,

Régions 2018) 2016).
a-pinene 0.7 0.48 1.1
Sabinene 0.6 0.56 0.7
B-pinene 1.1 0.74 1.3
Myrcene 0.8 ND 0.8
3-octanol 0.3 0.4 0.0
a-terpinene 0.3 0.17 0.3
p-Cymene 0.2 0.23 ND
Limonene 16.1 5.85 20.8
1,8-cineole 8.7 ND 5.4
(2)-p-ocimene 0.3 ND 0.6
(E)-B-ocimene 0.1 ND 0.1
y-terpinene 0.4 0.34 0.6
cis-sabinene hydrate 0.8 ND 0.2
Terpinolene 0.2 0.1 0.2
Linalool 0.2 0.03 ND
Nonanal 0.1 0.03 ND
cis-p-menth-2-en-1-ol 0.2 ND ND
d-terpineol 0.5 0.23 ND
4-terpineol 1.5 ND ND
a- terpineol 0.3 0.32 ND
cis-dihydrocarvone 3.9 1.68 ND
trans-carveol 0.2 0.21 0.1
(2)-3-hexenyl 0.9 ND ND

isovalerate

Pulegone 0.5 ND 0.6
Carvone 49.5 63.59 48.5
Dihydroedulan 1A 0.1 ND ND

——

'

61




Chapitre 03 :

Résultats et Discussion

Constituants Laghouat Tiaret Bejaia
(Bardaweel et al., (Selles et al., 2018) (Brahmi et al.,
Régions 2018) 2016).
Isodihydrocarvyl 0.6 ND ND
acetate
cis-carvyl acetate 0.3 ND ND
[B-elemene 0.3 0.09 0.4
(Z)-jasmone 0.3 ND 0.3
[-caryophyllene 2.7 1.31 3.4
[-copaene 0.2 ND 0.1
Aromadendrene 0.1 ND ND
a-humulene 0.2 0.14 0.1
cis-muurola-4(14),5- 0.3 ND ND
diene
Germacrene D 2.1 0.96 3.4
Bicyclogermacrene 0.7 0.4 0.8
Germacrene A 0.7 ND /
& —cadinene 0.2 0.04 0.2
Spathulenol 0.2 0.17 0.3
Caryophyllene oxide 0.3 ND 0.3
1,10 -di -epi —cubenol 0.2 ND 0.2
T —cadinol 0.3 0.07 ND
T —muurolol 0.2 ND ND
T —muurolol 0.2 ND ND
Ethanol ND 0.1 ND
a —thujene ND 0.08 0.1
trans-2.5- ND 0.01 ND
diethyltetrahydrofuran
Ethyl 2- ND 0.01 ND
methylbutyrate
Camphene ND 0.2 0.1
B —myrcene ND 0.61 ND

——
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Constituants Laghouat Tiaret Bejaia
(Bardaweel et al., (Selles et al., 2018) (Brahmi et al.,
Régions 2018) 2016).
a —phellandrene ND 0.01 ND
v — limonene ND 0.02 ND
1,8-cinaeole+f- ND 3.75 ND
phellandrene
1,28 p- ND 0.03 ND
menthatriene
2 -hexenal ND 0.02 ND
cis -p -ocimene ND 0.18 ND
trans - B -ocimene ND 0.05 ND
2-Methyl butyl 2- ND 0.01 ND
methyl butyrate
3-Heptanol ND 0.02 ND
1 -Ethylhexyle acetate ND 0.12 ND
Aliphatic ester ND 0.01 ND
a, p -dimethylstyrene ND 0.02 ND
1 -Octen - 3 -ol ND 0.06 ND
cis-1,2-limonene ND 0.01 ND
epoxide
trans -thujanol ND 2.74 ND
trans-limonene 1,2 — ND 0.06 ND
epoxide
cis- 2 -hexenyl methyl ND 0.01 ND
butyrate
Menthone ND 0.01 ND
3 -Nonanol ND 0.01 ND
cis-3-hexenyl methyl ND 0.08 ND
butyrate
a-copaene ND 0.02 ND
Isomenthone ND 0.02 ND
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Constituants Laghouat Tiaret Bejaia
(Bardaweel et al., (Selles et al., 2018) (Brahmi et al.,
Régions 2018) 2016).
a -bourbonene ND 0.03 ND
[ -bourbonen ND 0.41 1.4
Dihdroedulan isomar ND 0.03 ND
Aliphatic alcohol ND 0.03 ND
cis -thujanol ND 0.21 ND
1 -octanol ND 0.02 ND
Isomeric limonene ND 0.01 ND
epoxide
trans -p -menth - 2 -en ND 0.1 ND
-1-ol
g -cadinene ND 0.08 ND
Bornyl acetate ND 0.09 ND
B -cubebene ND 0.06 ND
Terpinene - 4 -ol ND 1.23 ND
cis-p-2,8 -menthadien ND 0.06 ND
- 1-ol
trans -dihydrocarvone ND 0.15 ND
Cadina-3,5 - ND 0.1 ND
Isomeric cadinadiene ND 0.05 ND
Allo -aromadendrene ND 0.03 ND
trans-pinocarveol ND 0.02 ND
E - B -farnesene ND 0.04 ND
trans-p-2,8 ND 0.05 ND
menthadien -1-ol
Dihydrocarvyl acetate ND 4.17 ND
cis-4,5-Muuroladiene ND 0.47 ND
Sesquiterpene ND 0.06 ND
Borneol ND 1.11 ND
Dihydrocarveolisomer ND 0.16 ND
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Constituants Laghouat Tiaret Bejaia
(Bardaweel et al., (Selles et al., 2018) (Brahmi et al.,
Régions 2018) 2016).
trans -carvyl acetate ND 0.03 ND
vy - cadinene ND 0.07 ND
cis -carvyl acetate ND 1.07 ND
Methyl salicylate ND 0.03 ND
Nerol ND 0.02 ND
Perillaldehyde ND 0.03 ND
a-amorphene ND 0.09 ND
Terpenic alcohol ND 0.04 ND
Terpenic ester ND 0.02 ND
Calamenene ND 0.35 ND
p-cymen-8-ol ND 0.04 ND
Carvone oxide ND 0.03 ND
E-geranyl acetone ND 0.03 ND
cis-carveol ND 0.58 0.9
Piperitenone ND 0.2 ND
trans -jasmone ND 0.66 ND
Piperitenone oxide ND 0.03 ND
2-phenylethyle 2- ND 0.02 ND
methylbutyrate
Aliphatic ester+ ND 0.05 ND
aromatic compound
Caryophyllen oxide ND 0.16 ND
Sesquiterpenol ND 0.02 ND
Sesquiterpenol ND 0.02 ND
Germacra-1,5-dien- ND 0.05 ND
4ol
Epi-cubenol ND 0.37 ND
Methylp-anisate ND 0.03 ND
Eugenol ND 0.08 ND
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Constituants Laghouat Tiaret Bejaia
(Bardaweel et al., (Selles et al., 2018) (Brahmi et al.,
Régions 2018) 2016).
a-Muurolol ND 0.03 ND
a-Bisabolol ND 0.03 ND
Isospathulenol isomer ND 0.03 ND
Sesquiterpenol ND 0.07 ND
a-Cadinol ND 0.27 ND
Carvacol ND 0.03 ND
Caryophylla-3,7-dien- ND 0.02 ND
6-ol
Aromatic compound ND 0.04 ND
Sesquiterpenic ND 0.02 ND
epoxide
Sesquiterpenic ND 0.03 ND
epoxide
Borneole ND ND 0.2
p-mentha-1.5-dien-8- ND ND 0.2
ol
a-terpineol ND ND 0.1
Neodihydrocarveol ND ND 1.3
terpinen-4-ol ND ND 1.5
cis-dihydro carvone ND 0.32 0.6
cis-Carvyl acetate ND ND 0.2
cis-Cadina- ND ND 0.3
1(6),4diene
cis-Muurola-4(15),5- ND ND 0.1
diene
Premnaspirodiene ND ND 0.7
trans-Calamenene ND ND 0.1
Epi-a-cadinol ND ND 0.2
Shyobunol ND ND 0.1

ND : Non Détecter.
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D’apres le tableau 14, il y a des variations dans la composition chimique des huiles
essentielles de Mentha spicata. En effet, celle de la région de Laghouat renferme 44
composés, celle de Tiaret 116 composés et celle de Béjaia 50 composés représentant
respectivement 98.4%, 99.92% et 98.89% de I'huile totale.

Les composés majoritaires de I’huile essentielle de Laghouat sont la carvone (49.5%),
limonene (16.1%), le 1,8-cinéole (8.7%) et la cis-dihydrocarvone (3.9%), B-caryophyllene
(2.7%), germacrene D (2.1%), 4-terpinéol (1.5%) et B-pinéne (1.1%), tandis que ceux de
I’huile essentielle de Tiaret sont la carvone (63.59%), limonéne (5.85%), dihydrocarvyl
acetate (4.17%), 1,8-cinaéole+p-phellandréne (3.75%), trans-thujanol (2.74%), la cis-
dihydrocarvone (1.68%), B-caryophyllene (1.31%), terpinen-4-ol (1.23%), bornéol (1.11%) et
cis-carvyl acetate (1.07%). Enfin, ceux de I’huile essentielle de Béjaia sont la carvone
(48.5%), limonene (20.8%), le 1,8-cinéole (5.4%), B-caryophylléne (3.4%), germacréne D
(3.4%), terpinen-4-ol (1.5%), B-bourbonéne (1.4%), B-pinéne (1.3%), néodihydrocarveol
(1.3%) et a-pinéne (1.1%).

La teneur élevée de la carvone indique qu’elle représente le chémotype des trois huiles
essentielles de Mentha spicata de 1’Algérie. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus
par les travaux de Bensabah et al. (2013) au Maroc et Snoussi et al. (2015) en Tunisie, et
dont la carvone se trouve a des teneurs respectives de 57.11% et 40.8%. Par contre, I'analyse
chimique effectuée par Dhifiet al. (2013), a révélé que I'nuile de M.spicata récoltée en
Tunisie était caractérisée par la menthone (32.45%). Par ailleurs, celle de Telci et al. (2004), a

indiqué que I’huile de I’espece provenant de Turquie €tait caractérisée par le linalool (82.8%).

Les variations observées dans la composition chimique des huiles essentielles de
Mentha spicata peuvent étre attribuées aux conditions environnementales telles que la
température, I'hnumidité relative, la photopériode, mais aussi, aux conditions agronomiques
telles que la plantation, la période de récolte, la densité des cultures, ou encore, a I'écotype, la

phenophase, la méthode d'extraction...etc (Selles et al., 2016).
2.3. Activité antifongique de Mentha spicata contre I’aflatoxine et I’ochratoxine A.

L'huile essentielle de Mentha spicata est active contre les champignons, les résultats

de recherches sont mentionnés dans le tableau 15.
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Tableau 15 : Activité antifongique de I'huile essentielle de Mentha spicata contre

quelques souches fongiques.

Souches fongiques DZI CMI Références
) Saba et Anwar.
Aspergillus flavus 47 10.4 pg/ml
(2018)
A i11us ni 403 197 welml Saba et Anwar.
spergillus niger : : m
perg g [ (2018)

DZI : diametre de zone d’inhibition en mm ; CMI : concentration minimale inhibitrice

en mg/ml ou pg/ml.

Le tableau 15 permet de constater que 1’huile essentielle de Mentha spicata possede
une grande activité antifongique. Les diamétres des zones d’inhibition sont supérieurs a 20
mm indiquant, d’aprés la classification établie par Ponce et al. (2003), que les souches
mentionnées sont extrémement sensibles (+++). La valeur élevée est de 47 mm contre

Aspergillus flavus suivie par 40.3 mm contre Aspergillus niger (Saba et Anwar, 2018).

Concernant la détermination de la CMI de I’huile essentielle de M. spicata, Hussain et
al. (2011), indiquent des valeurs allant de 10.4 pg/ml a 12.7 pg/ml. La plus faible

concentration correspond a celle appliquée contre Aspergillus flavus.

L’activité antifongique de 1’huile essentielle de Mentha spicata pourrait étre attribuée
a la carvone qui est généralement le composé majoritaire de 1’huile (Carlier-Loy et al.,
2015) mais aussi, au menthol, menthoforan, menthone, pipriton et polgon (Nosrati et al.,
2011).

3. Etude prophylactique de Laurus nobilis et Salvia officinalis contre

I’ochratoxine A

3.1. Rendement
L'hydro-distillation des feuilles des deux plantes a donné Les rendements en huiles
essentielles étaient de 1,36 + 0,01 et 0,86 = 0,01 % en poids sec chez S. officinalis et L.

nobilis, respectivement (tableau 16)
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Tableau 16 : Variation des rendements d’extractions par hydrodistillation des HEs de

Laurus nobilis et Salvia officinalis

HE Rendement%
Laurus nobilis 0.86 £0.01
Salvia officinalis 1.36 £0.01

Le rendement de ces deux HE testées était relativement élevé S.officinalis (1,36 + 0,01
%) et L. nobilis (0,86 + 0,01 %) sur base seche poids. Par rapport aux études précédentes,
I'nydrodistillation de les feuilles de L. nobilis, récoltées a Montecorice (Campanie, Italie) a
fourni un rendement en huile essentielle de 0,57% (Caputo et al., 2017). De plus, le

rendement d'extraction des feuilles de S. officinalis a été comparé a d'autres recherches.

Russo et al., (2013) ont fondé différents valeurs de rendements (0,55-2,20 %) de cette
plante feuilles cultivées dans différents conditions environnementales dans la région du
Molise (centre-sud de [I'ltalie). Arraiza et al., (2012) ont montré que les rendements
d'extraction fluctuent entre 0,6 et 1,5% a partir de feuilles de S. officinalis cultivées a
Marchamalo (Espagne) selon la période de récolte et le cycle végétatif de la plante.

3.2. Compositions chimiques des huiles essentielles
Tableau 17 : La composition chimique des huiles essentielles de Salvia officinalis et Laurus
nobilis (Caputo et al., 2017).

Compositions chimiques Salvia officinalis Laurus nobilis
a-pinéne 1.5+0.2 41+03
Camphéne 3.0+£04 ND
Sabinene ND 41+08
B-pinéne 1.9+0.6 35+09
B-myrcéne 09%0.2 ND
Décane ND ND
2-caréne ND 29+0.6
[ 6o )
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3-caréne ND 1.2+0.1
p —cymene 0.9+0.2 ND
1,8-cinéole 219+1.1 432 +1.7
y-terpinéne 0401 0.8+0.1
Finchone ND ND
a-thuyone 275210 ND
B-thuyone 55+£1.0 ND
Camphre 250+ 1.6 ND
Borneéol ND ND
Terpinén-4-ol 09+0.1 3.6+0.3
Myrténol ND ND
o-Terpinéol ND ND
Acétate de linalyle ND 58+0.6
Acétate d’-terpinyle ND 13.7+£19
Isoeugenol
Isoeugenol ND 1.4+0.3
Isolédene Eugénol ND 1.4+£0.0
éther methylique ND 115+1.8
a-gurjunene 57+0.8 1.0+£0.1
Trans- B-caryophyllene 1.2+04 ND
Allo-Aromadendrene ND 16+04
(0]
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a-humuléne 0.7+£0.2 ND
Oxygéné monoterpenes 80.8+1.3 69.3+1.1
Hydrocarbures 8.6x0.6 13.4+0.6
monoterpéniques
Hydrocarbures 76+0.1 40+£03
Sesquiterpéniques
Des cmposants ND 129+04
phenoliques
Total des composants 97.0+£0.7 99.5+0.2
identifiés

ND: Non Détecter.

Selon Porte et al., 2013, les résultats des analyses (tableau 17) , le 1,8-cinéole était le
plus abondant composé de L. nobilis HE (43,2 + 1,7 %). D'autres composants principaux de
ces HE se sont avérées étre de l'acétate de -terpinyle (13,7 + 1,9 %), de I'eugénol éther
méthylique (11,7 + 1,8 %), acétate de linalyle (5,8 + 0,6 %), sabinéne (4,1 £ 0,9 %), a-pinéne
(4,1 £ 0,3 %), ainsi que Terpinen-4-ol (3,6 £ 0,3 %) et -pinene (3,2 + 0,9 %).

Les résultats obtenus ont montré que I'HE de S.officinalis a trois principaux
composants : o-thuyone (27,5 + 1,03%), camphre (25,0 + 1,56%) et 1,8-cinéole (21,9 %
1,1%). Les autres composants principaux de I'huile étaient trouvé étre du a-gurjunene (5,7 +
0,8 %), de la B-thuyone (5,5 = 1,0 %) et camphene (3,0 + 0,4 %).(Fernandez.Andrade et al.,
2016)

3.3. Activité antifongique de S. officinalis et L. nobilis contre I’ochratoxine A.

L'activité antifongique des deux HE testées a diverses concentrations contre
A.carbonarus a également été évaluée a travers son effet sur la germination des spores. Des
analyses statistiques ont montré que les deux tests Les HE ont une activité inhibitrice
remarquable de la germination des spores contre testé ochratoxigene A. carbonarius, . Cent
pour cent d'inhibition des spores' germination ont été enregistrées a 0,3% de L. nobilis et 0,5

% de S. officinalis.

Les activités antifongiques et anti-ochratoxigenes de les HE L.nobilis peuvent étre

uniquement dues a leurs composants majeurs ou synergiques interaction antagoniste entre les
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Chapitre 03 : Résultats et Discussion

differents composants de I'huile. Cependant, Le 1,8-cinéole, le composant majeur des deux
HE utilisées a été testé en la présente conclusion pour suggérer si l'efficacit¢é d’HE de L.
nobilis faisait référence a la synergie entre les composants existants ou au composant

principal uniquement.

Les résultats mettent en évidence que le 1,8-cinéole a inhibé le taux de croissance a la
concentration de 0,1 %, mais la croissance de champignon n'était pas totalement inhibée a la
concentration de 0,3 %. Sur le de l'autre c6té, les HE de L. nobilis ont arrété la croissance a

cette concentration.

La production d'OTA a été inhibée a 0,2% de 1,8-cinéole et 0,1% des HE de L.
nobilis. De plus, le la synthese de mycotxine n'était pas complétement bloquée a 0,3% de 1,8-
cinéole, alors qu'a cette concentration de L. nobilis HE, la production d'OTA était
completement inhibée. Ainsi, I’HE de L. nobilis présentait une forte activité antifongique et
anti-ochratoxigéne, contre A. carbonarius par rapport a celui de leur composé majoritaire (1,8-
cinéole).

4. Comparaison entre les quatre plantes étudie

Gréce a ces études, nous concluons que :

®  L’huile essentielle de C. cyminum et I'HE de L. nobilis different par leur composé de
base, ou le composé volatil majoritaire du cumin est le cuminaldehyde et le composé
majoritaire de I'HE de L. nobilis est le 1,8-cinéole, mais ils partagent la méme activité
antifongique, qui est 1'inhibition de la croissance de mycélium d’Aspergillus flavus.

= L’activité antifongique d’HE de Mentha spicata pourrait étre attribuée au composé
majoritaire : la carvone, qui inhibe la croissance d’A.flavus et A.niger
(antiaflatoxinogenes et antiochratoxinogenes).

= |'HE de S. officinalis a trois principaux composants : a-thuyone, camphre, 1,8-cinéole
et son activité inhibitrice de la germination des spores d’A.carbonarus, par contre le
1,8-cinéole est le composeé majoritaire de I'HE de L. nobilis qui provoque ’inhibition
de la production de I’OTA.
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Conclusion

Conclusion

L’objectifs principal de ce travail était de comparer des HEs de quatre plantes
médicinale (C. cyminum, L. nobilis , Mentha spicata , Salvia officinalis ) pour leur capacité a
inhiber la production d’aflatoxine et I’ochratoxine A . En effet, cinquante cing ans apres sa
découverte, la présence de I’AF et I’OTA dans la chaine alimentaire est toujours un sujet
d’actualité et ces composés restent des contaminants majeurs de par sa toxicité. Plusieurs
stratégies de lutte ont été développées pour contrer le développement des souches
aflatoxinogenes et ochratoxinogenes, et par la suite, la production d’aflatoxines et
I’ochratoxine A. parmi ses stratégies, les plantes médicinales sont utilis¢ comme moyen de
lutte contre 1’intoxication induit par I’aflatoxine et 1’ochratoxine A.

Cette étude a porté dans un premier temps sur les principales souches productrices
d’AF et I’OTA, caractérisation physico-chimique, la biosynthese et les facteurs nécessaire et
aussi les méthodes d’extraction et de dosage de ces mycotoxines, et la contamination des
produits alimentaires par AFs et I’OTA suit d’un Toxicocinétique et la toxicité.

Le deuxieme chapitre est regroupé sur la description botanique des quatre plantes
médicinale étudié, la taxonomie, I’extraction des HEs par hydrodistillation et leur activité
biologique a savoir les capacités antifongique, anti-aflatoxinogenes et anti-ochratoxinogénes.

Par 1’étude des résultats des chercheurs, les HEs ont montré une variation dans le
rendement. Les rendements des HEs de C. cyminum et L. nobilis et S. officinalis sont :
1,08%, 1,13%, 1.36% respectivement. Par contre a Tiaret, Laghouat, Bejaia le rendement de
Mentha spicata est: 1,97%, 1,04%, 1,1% respectivement. Ces résultats sont variable de
chercheur a I’autre et selon la région de I’étude et les conditions favorables.

Sur le plan chimique, les HEs ont montré une composition variée, ou le
cuminaldéhyde (65,98%) était le composé majoritaire dans I’HE de C. cyminum. L’HEs de L.
nobilis a été dominé par le 1,8-cinéole (35,54%). La carvone était le composé le plus
dominant dans I’HE de Mentha spicata avec des variations dans le pourcentage en trois
régions : la carvone (63.59%), (49.5%), (48.5%) a Tiaret, Laghouat, Bejaia respectivement.
alors que celle de S. officinalis a été caractérisée par trois principaux composants : a-thuyone
(27,5 £ 1,03%), camphre (25,0 £ 1,56%) et 1,8-cinéole (21,9 + 1,1%).
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Perspective

En perspective de :
v Effectuer d’autres études plus approfondies et élargies sur tout le territoire national.

v 1l sera bien convenable de continuer de travailler sur d’autres plantes médicinales afin de
trouver une ou plusieurs plantes ayant un potentiel réducteur intéressant de I’OTA et I’AF.

v Introduire les analyses mycotoxicologiques (AF et OTA), comme paramétre d’analyse
Permanent et de routine a 1’échelle nationale.

v Recherche des techniques plus faciles, avec des résultats plus fiables et précis pour la
détection des AFs et ’OTA.

v Faire un plan de surveillance et contréle orienté, en ciblant par exemple une région suivie
sur plusieurs années, permettra de surveiller I'évolution des teneurs en aflatoxines et
I’ochratoxine A dans les matieres premieres végétales en fonction des conditions climatiques ;
surtouts climatiques sont favorables aux contaminations par les moisissures (au champ ou au
stockage).

v Nous appelons a une réflexion sérieuse et urgente sur 1’élaboration de normes algériennes
relatives a la contamination par les mycotoxines.

v/ Maintenir un bon niveau de contrdle des aliments surtout lorsque les aliments importent en

grandes quantités et contient un grands pouvoir nutritionnel.
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