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Résumé

Résumé

Les champignons toxinogénes sont des contaminants naturels des céréales (le blé
tendre...). Et les plantes occupent une place importante dans la recherche des
substances antifongiques.

Pour cela, une enquéte mycologique sur un total de 50 échantillons de blé tendre,
importé et commercialisé au Nord et au sud d’Ouest algérien, ont été prélevés de
différents navires accostés au niveau du port de Mostaganem. En suite six plantes
(Anvillea radiata, Aristida pungens, Artemisia herba alba, Asphodelus tenuifolius,
Capparis spinosa et Salsola vermiculata) ; ont été récoltées sur les sites différents
de sud d’Algérie; intégrer pour le test antifongique.

Dans ce travail, on a analysé le taux de contamination des échantillons par les
moisissures, en utilisant, la méthode d’ULSTER, et en utilisant, également, la
CCM pour la détection des mycotoxines. En suite on a testé cinq extraits in vitro
sur huit souches de moisissures et in vivo pour confirmer I'efficacité de la méthode
de stockage par enrobage.

Le taux de contamination des échantillons par les moisissures a enregistré une
grande valeur de 46,008 % ; Aspergillus a été le genre le plus dominant
(46,10 %) ; Penicillium et Mucorales ont été peu fréquents (22,20 % et 27,44 %
respectivement) ; et Monilia a été le genre le moins abondant dans les échantillons
analyseés.

Parmi les Aspergillus (A.Flavus et A.Parasiticus), on a trouvé que 90 % des
especes identifiés sont potentiellement toxinogénes. La détection des mycotoxines
a révélé que 40,90 % des échantillons sont contaminés.

Tous les extraits étudiés ont exercées un trés bon pouvoir antifongique
notamment avec les extraits des plantes (Anvillea radiata, Artemisia herba alba).

Il existe une variabilité dans I'efficacité d’inhibition ; il dépend de la composition
chimique de chaque espéce de plantes, il dépend de la concentration des extraits
et il dépend de I'espéce fongique.

Les résultats montrent un effet antifongique remarquable par la plupart des
extraits testés. La diminution du niveau de champignons observé dans les
échantillons de blé démontre l'efficacité du stockage des grains par la méthode
d’enrobage.

Mots-clés : Blé tendre, moisissures, plantes médicinales, effet antifongique,
stockage par enrobage.
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Abstract

Toxinogenic fungi are natural contaminants in cereals (soft wheat...) and plants
play an important role in the search for antifungal substances.

To this end, a mycological survey of a total of 50 samples of soft wheat imported
and marketed in the North and South West of Algeria was taken from various
vessels docked at the port of Mostaganem. Five plants (Anvillea radiata, Aristida
pungens, Artemisia herba alba, Asphodelus tenuifolius, Capparis spinosa and
Salsola vermiculata); Were harvested from different sites in the south of Algeria;
For the antifungal test.

In this work, the contamination rate of the samples was analysed by molds, using
the ULSTER method, and also using TLC for the detection of mycotoxins. As a
result, five in vitro extracts were tested on eight mold strains and in vivo to confirm
the effectiveness of the coating method.

The contamination rate of the samples by molds recorded a high value of
46,008%; Aspergillus was the most dominant genus (46.10%); Penicillium and
Mucorales were infrequent (22.20% and 27.44% respectively); And Monilia was
the least abundant in the samples analysed.

Among the Aspergillus (A.Flavus and A. Parasiticus), 90% of the identified species
were found to be potentially toxinogenic. The detection of mycotoxins revealed
that 40.90% of the samples are contaminated.

All the extracts studied exerted a very good antifungal effect notably with the
extracts of the plants (Anvillea radiata, Artemisia herba alba). There is variability in
inhibitory efficacy; It depends on the chemical composition of each plant species, it
depends on the concentration of the extracts and it depends on the fungal species.

The results show a remarkable antifungal effect by most of the extracts tested.
The decrease in the level of fungi observed in wheat samples demonstrates the
effectiveness of grain storage by the coating method.

Keywords: Soft wheat, molds, medicinal plants, antifungal effect, storage by
coating.
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LISTE DES ABREVIATIONS
. candidus: Aspergillus candidus
. flavus: Aspergillus flavus
. fumigatus: Aspergillus fumigatus
. glaucus: Aspergillus glaucus
. nidulans: Aspergillus nidulans
. niger: Aspergillus niger

. radiata: Anvillea radiata

> > > > > > > D>

. terreus: Aspergillus terreus

ADN: Acide désoxyribonucléique
AFB1: Aflatoxine B1

AFG1: Aflatoxine G1

AFs: Aflatoxines

AFSSA: Agence francaise de sécurité
sanitaire des aliments

A. herba-alba: Artemisia herba-alba
apr. J-C: Aprés jésus christ

A. pungens: Aristida pungens

A. tenuifolius: Asphodelus tenuifolius
av. J-C: avant jésus christ

Aw: Activité de I'eau

CCM: Chromatographie sur couche mince
CDA: Czapek Dextrose Agar

cis: Du méme coté

C. spinosa: Capparis spinosa

CYA : Czapek Yeast Extract Agar
DRBC: Dichloran-rose bengal
chloramphénicol.

FAO: Organisation des Nations unies pour
I'alimentation et I'agriculture

FeCls: Chlorure de fer

F. solani: Fusarium solani

F. proliferatum: Fusarium proliferatum

G25N: 25% Glyceérol Nitrate Agar.
G.P.S: Systéeme mondial de positionnement
ou Géo-positionnement par satellite.

ISO: Organisation internationale de
normalisation

MEA: Malt Extract Agar.

NaOH: Hydroxyde de sodium

NH4OH: Hydroxyde d'ammonium

OAIC: Office Algérien Interprofessionnel
des Céréales

OTA: Ochratoxine A

PCR: Réaction en chaine par polymérase
PDA ac: La gélose dextrosée a la pomme
de terre acidifié

ppb: Parties par milliard

P. camembertii: Penicillium camembertii
P. chrysogenum: Penicillium chrysogenum
P. citrinum: Penicillium citrinum

P. cyclopium: Penicillium cyclopium

P. fellutatum: Penicillium fellutatum

P. italicum: Penicillium italicum

P. nalgiovense: Penicillium nalgiovense
P. purpurogenum: Penicillium
purpurogenum

P. roquefortii: Penicillium roquefortii

S. vermiculata: Salsola vermiculata
spp(sp): Plusieurs espéce d'un genre
UF/kg MS: Pour exprimer la valeur
énergétique des aliments destinés aux
animaux d'élevage (unité fourragére).
UFC/g: Unité Faisant Colonie par gramme
YES: Yeast Extract Sucrose
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Introduction

Les maladies d’origine alimentaire constituent a I'heure actuelle lI'un des
problémes de santé publique les plus répandus a I'échelle internationale. Ces
maladies sont causées par divers agents en particulier les microorganismes

pathogénes.

En plus des virus et des bactéries pathogéenes, les champignons toxinogénes
constituent un danger réel pour la santé de ’lhomme et de I'animal par la sécrétion
de substances hautement toxiques au cours de leur prolifération sur ou dans les

aliments d’origine végétale ou animale. (Zineddine,2004)

Les céréales sont, sans doute, les denrées alimentaires les plus fréquemment
contaminées par les moisissures, ils contiennent des moisissures toxiques
produisant un certain nombre de métabolites secondaires nocifs en se
développant sur les aliments. Les mycotoxines sont trés toxiques pour ’'homme et
les animaux. Leur présence est fortement dépendante de nombreux facteurs.
Toutefois, il n’existe pas de relation directe entre espece fongique et mycotoxine.
En effet, une molécule peut-étre produite par plusieurs espéces fongiques et, au
sein d’'une espece toxinogéne, toutes les souches n’ont pas forcément la capacité
de produire les mycotoxines (Castegnaro et Pfohl-Leszkovicz, 2002). Par
conséquent, I'évaluation du risque lié a la contamination fongique des aliments de
'homme et des animaux nécessite, d'une part, d’identifier les espéces
susceptibles de contaminer ce substrat et de déterminer si les conditions
environnementales peuvent entrainer la synthése et I'accumulation de toxines
dans I'aliment. La contamination par moisissures et/ou par mycotoxines peut avoir
lieu avant la récolte, au champ, au cours du séchage, du stockage et apres la
transformation des graines et elle peut provoquer des modifications physiques
(aspect, golt, odeur) et des modifications chimiques (modification des qualités

nutritives). (Castegnaro et Pfohl-Leszkovicz, 2002)

La présence des moisissures et des toxines dans les aliments est devenue un
sujet des préoccupations pour les professionnels de la santé. En effet, si la toxine
est en quantité suffisante dans I'aliment, elle peut provoquer une intoxication chez

by

les consommateurs qui peut aboutir a la mort aprés diverses manifestations
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(nausées, léthargie, etc.). Une intoxication chronique est a I'origine des cancers

hépatiques et d’autres organes humains (Nguyen, 2007).

Enfin, c’est l'intérét économique comme le développement, non souhaité, des
moisissures sur une denrée est associé a de multiples nuisances dont la
modification de l'aspect d’aliment et ses caractéristiques organoleptiques et
chimiques. Ces défauts conduisent, généralement, a I'élimination des produits.
Cette situation sera responsable, a I'’échelle mondiale, d'une perte de la

production alimentaire estimée de 5 a 10 % (Berthier et Valla, 2001).

Grace a sa situation géographique particuliere, sa surface et son climat trés varié,
I'Algérie constituée d’'une gamme d’espéces végétales trés diversifiée et riche en
matiéres actives. La population algérienne a une tradition riche et ancienne dans
le domaine de la phytothérapie. En effet, c’est un héritage de la civilisation arabo-
berbére largement influencée par la religion islamique et juive, ce qui rend
I'utilisation d’'un certain nombre de plantes médicinales, dans le traitement de
plusieurs maladies, une partie intégrer de la culture marocaine. Cette culture a
besoin d’'une vaste étude scientifique afin de rationaliser I'utilisation de ces plantes

meédicinales et d’éliminer toute utilisation non fondée, voire méme dangereuse.

Dans cette optique d’évaluation scientifique du potentiel médicinal des plantes,

nous avons choisi d’étudier cinqg plantes de la région du sud d’Algérie.

L’objectif de ce travail est, donc, de caractériser la flore fongique de différents
échantillons de blé tendre importé, de caractériser le potentiel toxinogéne des

souches fongiques isolées.

Donc, notre travail vise a :

- Faire une enquéte sur l'importation du blé tendre au niveau du port de
Mostaganem.

- Collecter des échantillons du blé tendre importé.

- Identifier et caractériser la microflore fongique mycotoxinogéne qui

contamine les blés tendres importés.
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- Déterminer le pouvoir producteur des especes isolées vis-a-vis des
mycotoxines qu’elles produisent.

- Estimer le taux des mycotoxines dans les échantillons collectés.

- Caractérisation phytochimique des plantes par d'un screening
phytochimique,

- Evaluation du potentiel antifongique des extraits,

- Essai de conservation des grains de blé tendre par la méthode d’enrobage.
Les résultats du présent travail seront présentés comme suivant:

1. La premiere partie consiste en une étude descriptive et caractéristique
mycologique des échantillons de blé tendre importés.

2. La deuxieme partie consiste en une étude descriptive et caractéristique des
plantes étudiées. Le screening phytochimique et I'extraction.

3. La troisieme partie portant sur I'étude analytique et comparative de I'effet
antifongique.

4. De six plantes étudiées. Ces derniers traitent de I'activité antifongique des
extraits,

5. La derniére partie consiste I'évaluation de l'efficacité de la méthode de
conservation se fait aprés le lavage des grains par des extraits aqueux des

plantes.
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CHAPITRE I

La situation des céréales en Algérie

I.1. Port de Mostaganem et la situation des céréales en Algérie :

L’Algérie est le troisieme importateur mondial de céréales apreés le Brésil et
I'Egypte. Dans I'année 2005/2006, la quantité des blés importée atteint 5,5 millions
de tonnes pour une facture de 510 millions de dollars US (Statistiques de

I’association France Export Céréales, 2006).

Selon le ministre de ['Agriculture, du Développement rural et de la Péche,
Abdelkader Bouazghi. L'Algérie connait ces jours-ci le lancement de la saison
moisson-battage et les données initiales indiquent que la production nationale en
2018 dépassera les taux enregistrés durant les années passées, ce qui confirme
que la filiere céréaliere, outre le renforcement de sa place dans I'‘économie
nationale, contribuera a la réduction de la facture des importations.

La production nationale de blé devrait connaitre une excellente hausse en 2018.
Dans son rapport mensuel sur les produits agricoles dans le monde, le service
agricole de I'étranger du ministere américain de I'Agriculture (USDA), a anticipé
une production record de blé en Afrique du Nord-Ouest notamment pour I’Algérie,
la Tunisie et le Maroc, pour la campagne 2018/2019, qui serait de I'ordre de 12,5
millions de tonnes métriques (mmt) avec une hausse de 17% par rapport a 2017
et de 30% au-dessus de la moyenne quinquennale.

D’aprés le rapport, la pluviométrie est le principal facteur de rendement dans le
nord-ouest de I'Afrique ou la superficie récoltée est de 5,3 millions d'hectares, en
baisse de 4 % par rapport a I'année derniére avec un rendement estimé a 2,37
tonnes métriques par hectare, en hausse de 22%.

Ainsi, pour I'Algérie, la production de blé pour la saison 2018/19 est estimée a 3,0
mmt, en hausse de 0,6 million par rapport a 2017/18. Cette perspective favorable
est due principalement aux précipitations abondantes au niveau des régions de
'Est, I'Ouest et le Centre du pays. (Dani, 2018)

Selon Chehat (2007); la consommation algérienne des produits céréaliers se
situe a un niveau d’environ 205 kg/habitant/an, on peut facilement prédire que
celle-ci ne pourra pas satisfaire la demande d’une population qui dépasse

actuellement 32 millions d’habitants et qui est potentiellement et traditionnellement
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consommatrice de ce produit. Donc notre pays, d’apres 'OAIC responsable de la
collecte, le stockage, la distribution et surtout 'importation des grains et graines de
céréales et de légumes secs, importe le blé a travers 5 principaux ports céréaliers
(Oran, Mostaganem, Alger, Bejaia et Skikda) (figure 1). Parmi eux il y a le port de
Mostaganem qui est la région de prélévement nos échantillons (figure 2) elle
contient deux bassins séparés; avec des silos a céréales d’'une capacité de
stockage de 30000 tonnes (figure 3) et deux portiques pour le déchargement

avec une cadence de 300 tonnes par heure. (Ayache, 2008)

Figure 2 : Vue satellitaire du port de Mostaganem
1°" bassin : 14 ha dont 12 ha de 7 a 7,5 m de profondeur.-2°™® bassin : 16 ha
dont 10 ha de 8 a 8,5 m de profondeur. Source 2010 :
(http://algeriaearth.blogspot.com/2007/06/blog-post_857.html)


http://googleads.g.doubleclick.net/pagead/ads?client=ca-pub-0789449775133319&output=html&h=15&slotname=2510359965&w=468&lmt=1275849688&flash=9.0.124.0&url=http%3A%2F%2Falgeriaspace.blogspot.com%2F2007%2F05%2Fphotos-satellite-ville-de-mostaganem.html&dt=1275853782984&shv=r20100526&correlator=1275853782984&frm=0&adk=481013094&ga_vid=1670390111.1275853783&ga_sid=1275853783&ga_hid=1822213120&ga_fc=0&u_tz=60&u_his=0&u_java=1&u_h=800&u_w=1280&u_ah=771&u_aw=1280&u_cd=32&u_nplug=0&u_nmime=0&biw=-12245933&bih=-12245933&ifk=3278883608&ref=http%3A%2F%2Fwww.google.com%2Fimgres%3Fimgurl%3Dhttp%3A%2F%2Fbp2.blogger.com%2F_TpRpHuYsW2A%2FRrB4VEoAHII%2FAAAAAAAABKE%2Fv7RkbOHusW4%2Fs400%2FPetit-Port-Mostaganem-Algerie.jpg%26imgrefurl%3Dhttp%3A%2F%2Falgeriaspace.blogspot.com%2F2007%2F05%2Fphotos-satellite-ville-de-mostaganem.html%26usg%3D__HHSIiEFdM-8GZorDSzY2DuFTImM%3D%26h%3D241%26w%3D400%26sz%3D32%26hl%3Dfr%26start%3D49%26um%3D1%26itbs%3D1%26tbnid%3DwuDYCHZ38RGcjM%3A%26tbnh%3D75%26tbnw%3D124%26prev%3D%2Fimages%253Fq%253Dport%252Bde%252BMostaganem%2526start%253D40%2526um%253D1%2526hl%253Dfr%2526sa%253DN%2526ndsp%253D20%2526tbs%253Disch%3A1&fu=0&ifi=1&dtd=141&xpc=gRqZEKKqio&p=http%3A//algeriaspace.blogspot.com&rl_rc=true&adsense_enabled=true&ad_type=text_image&height=15&width=468&format=fp_al_lp&fs=medium&kw_type=radlink&prev_fmts=468x15_0ads_al&rt=ChBMC_tcAAfDswrfI8Z2QVQpEg5WdWVzIFNhdGVsbGl0ZRoIhwd6mVwy8SUoAVITCI7U26GdjKICFZYm3wod8WtGtA&hl=fr&kw0=Vues+Satellite&kw1=Photo+Earth&kw2=Photo+Ville&kw3=Satellite+Map&okw=Vues+Satellite
http://algeriaearth.blogspot.com/2007/06/blog-post_857.html
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Figure 3 : Port de Mostaganem (silos de 'OAIC)
Source : www.skyscrapercity.com/showthread.php?p=50399991

L’évolution des quantités et des valeurs des importations de blé tendre durant les

5 dernieres années (Port de Mostaganem) est présentée dans la figure 4.

Tonnage de blé tendre importé
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Figure 4 : Evolution de I'importation de blé tendre au niveau de port de
Mostaganem. Source : Document interne des archives OIAC.

1.2. Structure et Composition histologique et chimique des grains de blé

Le grain de blé est obtenu aprés le battage, c’est-a-dire une fois que les balles

enveloppant le grain ont été supprimées. La couleur des grains de blé varie
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généralement du roux au blanc et pourpre a I'occasion, la longueur de 0,48 a 0,95
centimétre et le poids est d’environ 35 milligrammes selon les variétés et le degré
de maturité. (Armand et al., 1996)

Le grain de blé est caractérisé par une brosse, et est parcouru en surface par un
sillon longitudinal dont le repli atteint parfois le quartier médian du grain. Ce

caryopse comprend trois parties :

- L’albomen, constitué de I'albomen amylacé (au sein duquel subsistent des
cellules remplies de granules d’amidon dispersés au milieu d’'une matrice
protéique et dont les parois cellulosiques sont peu visibles) et de la couche
a aleurone (80-85 % du grain);

- Les enveloppes de la graine et du fruit, formées de six tissus différents :
épiderme du nucelle, tégument séminal ou testa (enveloppe de la graine),
cellules tubulaires, cellules croisées, mésocarpe et épicarpe ;

- Le germe (3 %), composé d’'un embryon (lui-méme formé du coléoptile, de
la gemmule, de la radicule, du coléorhize et de la coiffe) et du scutellum.
(Armand et al., 1996)

Coupe longitudinale Coupe transversale
brosse

faisceau nourricier

silion

scutellum

embryon germe
radicule

gemmule -

épicarpe
(2 & 4 couches)

fruit

{caryopse)

+ péricarpe

b ® +
- cellules ubulaires

nt seminal

paroi cellulosique

Figure 5 : Coupe d’'un grain de blé et Origine histologique. (Feillet, 2000)
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Figure6 : Microphotographie électronique a balayage d’'une coupe transversale du

grain de blé Neepawa (grossissement X2000). On distingue la surface arrondie de

granules d’amidon (A) et des filaments protéiques (P) dont certains (X) relient les

granules entre eux. (Armand et al., 1996)

Tableau 1 : Composition chimique du grain de blé séche. (Feillet 2000 et
Armand et al., 1996)

Nature des composants

Teneur (%)

Protéines
Amidon
Pentosanes
Cellulose
Sucres libres
Lipides

Matiéres minérales

10-15

67-71

8-10

2-4

2-3

2-3

1.5-2.5

10



CHAPITRE I

La situation des céréales en Algérie

1.3. le stockage de blé

Dans les stratégies des nations, le stockage du blé est obligatoirement
nécessaire contre les dégats des natures ou des guerres... et aussi pour la
nutrition.

Plusieurs méthodes sont utilisées pour le stockage des grains :

Des méthodes traditionnelles comme le stockage a l'air libre et le stockage
souterrain, mais ces deux modes présentent beaucoup de risque d’altération
(Delucia et al., 1999).

Des méthodes modernes qui se font dans les coopératives et les entrepbts. Les
silos construits autrefois en bois sont maintenant, généralement en béton armé,
parfois en métal. Le blé a lintérieur est a I'abri du froid, de la chaleur et de
'humidité. lls sont divisés en cellules a parois lisses, parfaitement étanches. De
nombreux systémes de séchage, par ventilation d’air chaud, ont été mis au point
et permettent d’assurer la conservation du grain de blé dans de bonnes conditions
(Derache, 1986).

Parmi les méthodes modernes de stockage, on cite :
1.3.1. Stockage en atmosphére modifiée (en anaérobiose)

Ce mode de stockage s’appuie sur le principe d’éviter toute activité des
organismes aérobies par une réduction suffisante de la pression d’oxygéne dans

I'atmosphere intergranulaire.
1.3.1.1. Stockage en atmospheére confinée :

L’atmosphére des silos s’appauvrit en O, et s’enrichit en CO, du fait de la

respiration de I'écosystéme (grains, insectes, moisissures...) (Cotty, 1994).

D’aprées Lam et al., (2018), 'augmentation de CO, au-dessus de 14 % dans
'atmosphére intergranulaire ainsi que I'accumulation de produits de la

fermentation anaérobie inhibe la croissance des moisissures.

11
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1.3.1.2. Stockage en atmospheére inerte :

Dans ce type de stockage, I'atmosphére des silos peut étre rapidement modifiée
et enrichie en CO; par l'introduction de nuage carbonique avant fermeture ou par
remplacement de l'air par du gaz carbonique . Tout comme en atmosphére
confinée le développement de fungi est freiné ou stoppé suivant les teneurs en
CO2 et 02.

De nombreux essais de stockage de blé et de mais sous azote ont été effectués.
En présence de 0,3 % d’'O,, les moisissures se développeraient encore, mais trés
lentement ; dans I'azote pur (anoxie) non seulement il n’y a plus accroissement,
mais régression, cette régression est plus lente qu’en atmosphére confinée et la

flore reste plus diversifiée
1.3.1.3. Stockage sous vide :

L’application du vide est une autre voie pour modifier 'atmosphére intergranulaire.
Elle permet de tuer les prédateurs présents a tous leurs stades de développement

et d’arréter le développement de la microflore.
1.3.2. Stockage en aérobiose :

L’aération est réalisée soit par des transvasements périodiques de silo a silo
(transilage), soit par une installation de ventilation dispose a l'intérieur méme du
silo, cette derniére constitue le meilleur moyen de protection naturelle (Cotty,
1994).

1.3.2.1. Le transilage :

Il consiste donc a déplacer le produit en transportant les grains d’'une cellule pleine
vers une cellule vide afin d’abaisser la température et maintenir ’humidité entre 11
et 14 % (Derache, 1989).

12
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1.3.2.2. La ventilation :

Dans une installation moderne de stockage, la ventilation est un élément essentiel
pour la conservation des grains. Elle a pour fonction de refroidir le grain afin de
permettre sa conservation dans les meilleures conditions possible. En abaissant la

température des stocks, on contribue a :

e Maintenir les caractéristiques technologiques des productions a un niveau
proche de I'état initial, par exemple la valeur boulangére et le pouvoir
germinatif ;

e Limiter le développement de la microflore de stockage, surtout dans les
zones des silos sujettes a réhumidifications ;

e Minimiser les pertes de matiére séche en bloquant la respiration du grain et
des microorganismes ;

 Eviter les transferts d’eau et de chaleur a I'intérieur des cellules ;

e Réduire ou arréter la prolifération des insectes, et méme a les détruire,
rendant ainsi sans objet les traitements chimiques insecticides a effet

rémanent. (Douglas et al., 1994 ; Dragacci et al., 2005)
1.4. les paramétres d’altération de blé

Généralement le blé est un étre vivant et il est stocké dans l'atmosphére
ambiante, donc il respire, entrainant un dégagement de gaz carbonique, d’eau et
de chaleur. Un grain a 30 % d’humidité a une intensité respiratoire 400 fois plus
élevée qu'a 15 %. Il faut noter que la respiration est un processus qui s’accéléere
de lui-méme : I'hnumidité dégagée augmente la teneur en eau dans les grains, ce
qui accélére la respiration. La chaleur dégagée par cette respiration va aussi
accélérer les autres manifestations vitales du grain c’est-a-dire la germination.
(Armand et al., 1996) Cette germination modifie la composition chimique des
grains. (Come, 1984) Ce blé altéré sera destiné a I'alimentation animale. (Armand
et al., 1996)

La quantité de matiére verte végétale (feuilles, tige, fragments des végétaux) doit

étre réduire au minimum. La teneur en humidité élevée de ces corps étrangers
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augmente la teneur en eau des grains, ce qui accélere la respiration et favorise la

germination du grain. (Armand et al., 1996)

Les moisissures constituent la cause essentielle des altérations d’origine
microbienne dans les grains stockés. (Armand et al., 1996) Les moisissures selon
Pr A. MOUSSAOUI (2012), spécialiste en mycologie université de Bechar;
produisent les mycotoxines sur leur environnement sous forme des substances
toxiques et sous forme des spores, ces dernieres sont aussi forme de

reproduction et de résistance.

Ces spores atteignent les tiges, les feuilles et les épis grace au vent et aux

éclaboussures de pluie.

Les céréales sont sensibles pendant la floraison (risque d’infection
particulierement élevé par temps chaud et humide — température 18 °C/24 h et

5 mm pluie). (figure 7)

Un temps chaud et humide persistant aprés la floraison et une maturation lente

favorisent 'augmentation de la contamination de la récolte (grains et paille).

Et dans les moments de la moisson, il est trés important de ne couper que la paille
séche. Selon Dr David Miller (1994), chercheur a l'université de Carleton et
spécialistes des champignons, la paille humide ou mouillée peut abriter d’autres
champignons qui produisent des toxines encore plus puissantes et nocives que

celles qui sont produites par les moisissures.

L’altération des céréales durant le stockage a été largement étudiée dans la
littérature. La contamination fongique compte parmi les principales causes de
détérioration des grains de céréales. L'étude de I'évolution de la contamination
fongique de blé stocké a température ambiante, montre qu’au bout de 9 mois de
stockage, le taux de contamination de certains blé analysés est trés élevé peut
atteindre 95 % des grains. Le genre Aspergillus représenté avec des espéces
différentes a été retrouvé dans les cing échantillons analysés avec une fréquence

et une abondance allant de 31 a plus de 60 % des grains contaminés. Les genres
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Penicillium et Alternaria peu fréquent sont respectivement présents avec des
pourcentages ne dépassant guére les 22 % et 15 % de grains contaminés. Enfin,
les genres Geotrichum et Rhizopus sont les moins fréquents et les moins
abondants dans les échantillons de blé tendre analysés. Parmi ces moisissures au

moins trois genres sont potentiellement toxinogénes. (Tahani et al., 2008)

Les coléoptéres (exemple : Tribolium spp) et les lépidoptéres (exemple : Plodia
spp) sont les principaux ordres d’insectes parasites des stocks de grains.
(Armand et al., 1996)

Les insectes se multiplient tres rapidement, dans les conditions idéales de
température 20 °C et 'humidité relative 80 %. (Appert et al., 1988)

Les acariens sont un ordre de trés petits arachnides. lls constituent un danger
economique non seulement pour le dégagement de mauvaises odeurs, mais aussi
pour l'altération des grains : ces bestioles respirent, donc élévent la température

des lots et dégagent du gaz carbonique ainsi que de la vapeur d’eau.

Les rongeurs consomment une certaine quantité de blé et souillent de leurs
excréments des quantités encore plus grandes. lls ne peuvent venir s’alimenter

dans les silos en béton armé ou de métal. (Armand et al., 1996)

Les altérations d’origine mécanique sont dues a des chocs entrainant la fissure,
voir la cassure des grains. Lorsque la structure granulaire est détruite, les
constituants peuvent entrer plus facilement en contact avec les microorganismes
et ces substances sécrétées. Les surfaces de contact sont nettement plus
grandes, ce qui accroit d’autant la vitesse des phénoménes. (Armand et al.,
1996)
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Figure7 : Agents d’altération et changements importants sur le blé. (Feillet, 2000)
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Il .1. Moisissures dans les céréales :

Les aliments sont généralement des milieux trés favorables a leur
développement. Les céréales sont naturellement en contact avec des spores
fongiques avant, pendant et aprés la récolte, durant le transport et le stockage.
Plusieurs moisissures notamment les genres Aspergillus, Penicillium et
Fusarium sont connus pour étre des contaminants des produits agricoles et/ou
pour leur capacité a produire des métabolites secondaires potentiellement
toxiques (Cahagnier et al., 1998 ; Doyle et al., 1998 ; Meyer et al., 2004).

Il .1.1. Aspergillus spp :

Les Aspergillus ont une large répartition géographique, mais sont plus souvent
associés aux régions a climat chaud (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz,
2002) ; qui comprend environ 180 espeéces, réparties en 18 sections (Gam et
al., 1986). capables de se développer dans le sol et les détritus, dans les
composts et sur les veégétaux malades, la plupart des Aspergillus sont
saprophytes. lls colonisent les végétaux déja abimés par des blessures, des
piqlres d’insectes ou des attaques d’autres champignons. Mais ils sont aussi
présents sur la surface des graines. Dans les mauvaises conditions de
stockage, ces champignons peuvent évoluer et devenir des parasites. De
nombreuses espéces d’Aspergillus sont présentes dans [I'environnement
humain, notamment dans la poussiére et I'air (Morin, 1994). Certaines espéces
sont responsables des maladies chez ’'hnomme et les animaux (Morin, 1994).
Cependant ils sont aussi capables de produire des acides organiques et des
pigments utiles en alimentation et en industrie (Schuster et al., 2002, Botton
et al., 1990).

Il .1.1.1. Caractéres culturaux généraux :

La majorité des Aspergillus poussent a 22-25 °C sur les milieux de culture
classiques additionnés d’'un agent bactéricide ; aprés 96 heures d’incubation,
les colonies vont prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune ou noire

selon les espéces. Les Aspergillus forment des colonies souvent poudreuses
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ou granuleuses. La couleur des colonies permet une orientation rapide dans
I'identification d’espéces : gris vert pour A. fumigatus, vert jaune pour A. flavus
et les espéces du groupe A. glaucus, vert foncé a chamois pour A. nidulans,
brun cannelle pour A. terreus, chamois clair, jaune et rose pour A. versicolore,
jaune puis noir pour A. niger et blanche pour A. candidus. Le revers de la
colonie est incolore ou jaune, mais il peut brunir ou rougir avec I'adge
(Chermette et Bussieras, 1993).

1.1.1.2. Morphologie microscopique :

Les Aspergillus sont caractérisés par des filaments mycéliens hyalins, de
diamétre fin et régulier, septés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs prennent
naissance des filaments dressés, non cloisonnés (conidiophores) qui se
terminent par une vésicule de forme variable sur laquelle sont disposées les
phialides. Ces phialides peuvent étre insérées directement sur la vésicule (tétes
unisériées) ou portées par des petites structures insérées sur la vésicule (tétes
bisériées) nommées métules ou stérigmates. (Badillet et al., 1987 ; Raper et
Fennell, 1965). L'ensemble vesicule (+x métules) + phialides + conidies

constitue la téte aspergillaire caractéristique du genre Aspergillus. (Figure 8)
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Figure 8 : Principaux caractéres morphologiques des Aspergillus.
Il .1.2. Penicillium spp :

Ce genre réunit des champignons filamenteux, appartenant au phylum des
ascomycétes. Ce genre comprend environ 227 espéces définies
essentiellement d’aprés les caractéres du thalle, des pénicilles et des spores
(Pitt, 1988).

Ses espéces produisent un certain nombre de mycotoxines telles que la
patuline, I'acide pénicillique, la citrinine, la roquefortine C, la toxine PR,

I'isofumigaclavine et I'acide mycophénolique et I'Ochratoxine A. (Pitt, 1988)
Il .1.2.1. Caractéres culturaux généraux :

Les Penicilliums se développent rapidement et facilement sur les milieux de
culture utilisés en routine. lls se développent a des températures modérées de
I'ordre de 20-27 ° C. Aprés 3-4 jours d’incubation, la sporulation va conférer aux
colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-gris, vert-

jaune, gris-bleu, mais aussi, pour certaines espéces, jaune, orange, chamois,
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rose, ou rouge. Cette couleur permet une premiere orientation dans

I'identification d’espéces :

Vert gris pour P. citrinum, P. cyclopium, P. italicum, vert jaune pour P.
chrysogenum, vert sombre pour P. roquefortii, P. fellutatum, jaune pale,
chamois pour P. nalgiovense, jaune vif a rouge pour P. purpurogenum,
mélange d’'oranges et verdatre pour P. islandicum, et blanche pour P.
camembetrtii. Le revers de colonies peut étre incolore, jaune, rouge, brun ou
noir et parfois le pigment diffuse dans le milieu de culture (Chermette et
Bussieras, 1993).

Les Penicillium peuvent former des colonies floconneuses (P. camembertii, P.
nalgiovense), funiculeuses (P. funiculosum), granuleuses (P. expansum, P.
griseofulvum), veloutées (P. chrysogenum, P. citrinum, P. roquefortii...) (Botton
et al., 1990).
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Figure 9 : Caractéres du thalle de genre Penicillium (Botton et al., 1990).
Il .1.2.2. Morphologie microscopique :

Le thalle, formé de filaments mycéliens septés et hyalins, porte des

conidiophores lisses ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un
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pénicille. Les conidiophores peuvent étre isolés, groupés en faisceaux laches

ou agrégés en corémies bien individualisés (Figure 10).

Conidies
Chaines basipetales

e T~

Phialide

LJ Métule

Ramification

<— Conidiophore —»

Monoverticille Biverticillé symétrique Triverticillé

Figure 10 : Caractéres morphologiques des Penicillium.

Les phialides sont disposées en verticilles a I'extrémité des conidiophores. Les
phialides peuvent étre insérées directement (Penicillium mono-verticillé) ou par
lintermédiaire d’une rangée de métules (Penicillium bi-verticillé); de deux
rangées successives de métules (Penicillium tri-verticillé); parfois de trois
rangées de métules (Penicillium quadri-verticillé) sur les conidiophores. Les
phialides, ampulliformes ou lancéolées, sont serrées les unes contre les autres
donnant a l'ensemble un aspect de pinceau. Les phialides (cellules
conidiogénes) donnent naissance a des conidies disposées en longues
chaines. (Botton et al., 1990)

Les conidies sont des spores unicellulaires, globuleuses, elliptiques,
cylindriques ou fusiformes, lisses ou rugueuses, hyalines, grisatres ou verdatres
(Botton et al., 1990). Les caracteres des pénicilles servent a la différenciation
des groupes et des espéces. Certaines espéces peuvent présenter une

reproduction sexuée avec la formation d’ascocarpes.
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Il .1.3. Fusarium spp :

Ce genre inclue des champignons imparfaits appartenant a la classe des
Deutéeromycetes. Le genre comprend pres de 40 espéces souvent largement

répandues (Nelson et al., 1983).

Sur le plan économique, le genre Fusarium est tres important parce qu'il
regroupe beaucoup d’espéces phytopathogénes, susceptibles d’induire des
fusarioses des plantes (Fusarium oxysporium chez les palmiers). Les espéces
du genre Fusarium peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, blé, orge,
avoine), des légumes, les plantes ornementales et beaucoup d’arbres fruitiers.
La majorité des espéces de Fusarium sont susceptibles de produire des
mycotoxines et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez les animaux
d’élevage. (Botton et al., 1990)

Il .1.3.1. Caracteres culturaux généraux :

Les Fusariums poussent sur un milieu Sabouraud, mais se développent mieux
sur la gélose au malt ou sur un milieu PDA. Leur température optimale de
croissance est comprise entre 22 et 37 °C. Sur les milieux de culture, les
Fusarium forment des colonies duveteuses ou cotonneuses d’une couleur
variable (blanche, créme, jaune, rose, rouge, violette ou lilas) selon les

especes. Le revers peut étre créme, rouge a pourpre, lilas ou violet. Les

pigments diffusent souvent dans la gélose (Chermette et Bussieras, 1993).
1.1.3.2. Morphologie microscopique :

Le principal caractére morphologique des Fusarium est la présence de macro-
conidies fusiformes et cloisonnées. Dans la figure 11 sont présentés les
principaux caractéres morphologiques de genre Fusarium. Les conidiophores,
parfois trés ramifiés, forment sur le thalle des coussinets (sporodochies) et

portent des masses de spores.
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Figure 11 : Caracteres morphologiques des Fusarium.

Les phialides, plus ou moins allongées, présentent, le plus souvent, un site de
bourgeonnement unique (mono-phialide) situé a I'extrémité d’'un col allongé (F.
solani) ou court et trapu (F. oxysporium). Chez d’autres espéces comme F.
proliferatum, les phialides présentent plusieurs sites de bourgeonnement (poly-

phialides).
Les phialides produisent deux types de conidies :

- Micro-conidies, uni — ou bicellulaires, piriformes, fusiformes, cylindriques ou
ovoides, isolées, solitaires ou groupées, disposées en verticille ou plus

rarement en chainettes (F. verticilloides) ;

- Macro-conidies, conidies pluricellulaires a cloisons seulement transversales,
souvent groupées en paquets. Les macro-conidies sont fusiformes, souvent
courbées, avec une cellule basale pédicellée, formant un sort de talon plus ou

moins visible.

- Les chlamydospores, sont parfois présentes, en position terminale ou

intercalaire (Roquebert, 1998).
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Il .2. Contamination des céréales par les mycotoxines :

Les céréales sont des vecteurs de mycotoxines trés importants, car elles sont
universellement consommées par '’homme et par les animaux. Elles peuvent
étre contaminées a plusieurs moments (en plein champ et/ou lors de stockage).
Environ 55 millions de tonnes de céréales sont perdus chaque année dans le
monde (Pfohl-Leszkowicz, 1999). L’enquéte réalisée par Pittet (1998) a
I'échelle mondiale montre que 25 % a 40 % des céréales sont contaminées par
des mycotoxines. Ce sont surtout dans les pays aux conditions climatiques
chaudes et humides que la croissance des champignons toxinogenes est plus
favorisée. (El Khoury, 2007)

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires (Yiannikouris et Jouany,
2002) qui sont souvent synthétisés lorsque la phase stationnaire de croissance
du microorganisme producteur est atteinte (Perry et al., 2004), de faibles poids
moléculaires, présents dans plusieurs produits de I'alimentation humaine et
animale et qui provoquent de nombreuses maladies chez ’homme et I'animal
(Mayer, 1953; Coker, 1997). Plusieurs milliers de molécules toxiques ont été
identifiées chez les champignons, mais seule une vingtaine de familles posent

des problémes en nutrition humaine ou animale (Cahagnier et al., 1998).

Les mycotoxines sont produites par cing genres de champignons : Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Claviceps et Alternaria (Miller et Trenholm, 1994).
Plusieurs sortes de mycotoxines sont retrouvées dans les aliments, seulement
certaines contaminent I'alimentation humaine et elles sont assez toxiques pour
la santé humaine. Les plus importantes sont : les aflatoxines, les Ochratoxine,
les trichothécénes, la stérigmatocystine, la zéaralénone, la citrinine, la patuline,
'acide pénicillique, les fumonisines (D’Mello et McDonald, 1997 ; Scudamore
et Livesey, 1998).
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Tableau 2 : Mycotoxines et champignons responsables de leur production

Genres Toxines

Aspergillus | Aflatoxines, Stérigmatocystine, Ochratoxine A

Penicillium | Patuline, Citrinine, Pénitrem A, Acide yclopiazonique, Ochratoxine A

Fusarium Trichothécénes, Zéaralénone, Fumonisines, Fusarine, Moniliformine

Alternaria | Alternariol, Acide Ténuazonique

Claviceps | Alcaloides de 'Ergot

Les champignons majeurs connus comme précurseurs de I'Ochratoxine et de
I'’Aflatoxines qui sont impliquées dans la chaine alimentaire humaine et animale
appartiennent principalement aux genres : Aspergillus et Penicillium (Delage et
al., 2003 ; Lopez De Cerain et al., 2002 ; Filali et al., 2001 ; Otteneder et
Majerus, 2000). Sa production n’est pas liée a la croissance cellulaire, mais
répond généralement a des signaux issus de I'environnement du champignon.
(Yiannikouris et Jouany, 2002) Quelques moisissures sont capables de
produire plusieurs mycotoxines et quelques mycotoxines sont produites par

différentes espéces fongiques (Hussein et Brasel, 2001).

Les mycotoxines sont, pour la plupart, des composés hétérocycliques insaturés.
La présence de doubles liaisons C=C joue souvent un rdle dans la toxicité et
les propriétés cancérigénes (Richard, 2007). C’est notamment le cas des
aflatoxines dont la double liaison a I'extrémité des groupements furanes permet
'addition d’O, et la formation d’un cycle triangulaire époxyde extrémement
toxique. (Bennett et klich, 2003). Un certain nombre de ces molécules sont
fluorescentes sous la lumiére UV (Aflatoxines B4, B, ,G4 et G2, Ochratoxine A).
Cette caractéristique est importante dans I'élaboration des méthodes de
détection et dosage. (Tabuc, 2007).
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Tableau 3 : Effets mutagénes, tératogénes et cancérigénes des mycotoxines
(Dérache, 1989)

Champignons | Mycotoxines produits | Mutagénicité | Tératogénicité | Cancérogénicité

A. flavus

i Aflatoxines + + +
A. parasiticus
P.urticae Patuline + ? ?
P. rubrum Rubratoxine + +
Penicillium sp Ac. Pénicillique +
Ac. Mycophénolique +

A. versicolor Stérigmatocystine +
P. poae Trichothécéne + +

P. verdicatum .

A ochraceus Ochratoxine A +

P. islandicum Lutéoskirine + +

D’apres Steyn (1998), les aflatoxines sont formées a partir des polyacétoacides
selon un processus complexe, I'ergotamine est formée a partir des peptides et
des acides aminés. L’ochratoxine A est bio synthétisée a partir de la
phénylalanine et le dihydroisocoumarine. Les trichothécénes sont produites a

partir du mévalonate.

- Voies des Pentoses phosphate
GLUGIDES »- GEP [ Voie des Trioses phosphate FYBUVATE
Acide Kojique
(Amsten & bentley)

: Acetyl CoA
Patuline
Ac. pénicillique e SHIKIMATES s \
-
o 7 ACETATE Rubratoxine
Fusachromanone
(Pawlovsia et Mirocha, Acides Aminés aromatiques
1891) / a
Tryptophane ’ POLYCETOACIDES Mevalonate
Alcaloides Ergot Ochratoxine A
Ac. cyclopiazonique (Steyn, 1980) Aflatoxlnes
Sporidesmine Citrinine
(SlL’Y", ‘980) (;n;éofuhme ‘ Tefvénes
i3 ot A A L A Trichothécénes
Fumonisines Zéarzlénone (Steyn,1980)
(JAQAC, 1993) (Steyn, 1980) ’

Figure 13 : Voies de biosynthése des mycotoxines. (Confirmé par Leyral et
vierling, 2001)
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Il .2.1. Les aflatoxines :

Les aflatoxines sont des métabolites secondaires synthétisés par des espéces
d’aspergillus (Wild et Hall, 2000 ; Wild et Turner, 2002) comme d’Aspergillus

flavus, A. parasiticus et A. nomius (Kurtzman et al., 1987). Ce sont les Anglais

qui ont isolé une des molécules responsables. (Adams et al., 2002;

Chapeland-Leclerc et al., 2005)

Les conditions les plus favorables a la production d’aflatoxines sont une activité

en eau relativement faible (0,84 - 0,86) et une température élevée, comprise

entre 25 et 40°C (Pfohl-Leszkowicz, 2001 ; Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz,

2002). La famille des aflatoxines compte 13 substances. Les principales

aflatoxines sont présentées dans le Tableau suivant;

Tableau 4:Les principaux représentants de famille d’aflatoxines.

Formule Masse moléculaire

Dénomination Structure

brute g/mol
Aflatoxine B1 C17H1206 312,3
Aflatoxine B2 C17H1406 314,3
Aflatoxine G1 C17H1207 328,3
Aflatoxine G2 C17H1407 330,3
Aflatoxine M1 C17H1207 328,3
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Il .2.2. Ochratoxine A :

L'OTA est un métabolite secondaire élaboré par diverses moisissures des
genres Aspergillus et Penicillium : Aspergillus (A. ochraceus, A. cabonarius, A.
niger, etc.) et Penicillium (P.verrucosum, P. nordicum, etc.) (Figure 14). Le
genre Aspergilllus est bien adapté pour les climats chauds alors que Penicillium
se développe bien dans climats tempérés. C’est pour cette raison que la
présence d'OTA a été démontrée dans de nombreux produits agricoles de
différentes régions du monde (Smith et al., 1994). Par exemple 'OTA et ses
champignons producteurs ont été trouvés dans les céréales et les produits
dérivés, le café, le raisin, etc. (Frisvad et Viuf, 1986 ; Pohland et al., 1992 ;
Wolff, 2000 ; Wolff et al., 2000 ; Studer-Rohr et al.,, 1995 ; Fazekas et al.,
2002). La production d’OTA est liee aux conditions de température, d’humidité
ambiante, et de teneur en eau du support contaminé (Aw) (Pitt, 1987). Les
valeurs minimales d’Aw pour la production d’OTA oscillent entre 0,83 et 0,90 en
fonction de la moisissure étudiée (Northolt et al., 1979). La température
optimale de production de 'OTA par Aspergillus ochraceus est de 28 °C, cette
production est moins importante a 15 ou 37 °C (Trenk et al., 1991). Au
contraire, Penicillium viridicatum croit dans une gamme de température qui
varie de 4 a 30 °C en présence d’'une humidité de 22 % (Mislivec & Tuite,
1970).

Figure 14 : Structure chimique de 'OTA
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L’OTA est constituée de deux parties importantes : une isocoumarine chlorée
(3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-3, 4 — dihydroisocoumarine) liée par une liaison
amide a la Lphénylalanine. De plus, 'OTA est un solide blanc de masse molaire
403,8 g/mole, ayant un point de fusion de 90 °C lorsqu’elle est cristallisée dans
le xyléne. Son spectre d’absorption UV varie avec le pH et la polarité du
solvant. L'OTA posséde un maximum d’absorption a 333 nm avec un coefficient
d’extinction molaire de 5500 mol'.cm™ dans le méthanol. L'OTA présente un
maximum d’émission de fluorescence a 467 nm dans I'éthanol a 96 % et a 428
dans I'éthanol absolu. L'OTA est toxique pour 'homme et I'animal. Il a été
impligué dans plusieurs mécanismes toxiques, incluant des effets
néphrotoxiques, mutagenes, tératogénes, neurotoxiques, hépatotoxiques,
immunotoxiques et cancérogenes. La toxicité aigué de I'OTA varie en fonction
de I'espéce, du sexe, mais également en fonction de la voie d’administration de

la toxine. (Pfohl-Leszkowicz & Castegnaro, 1999).
Il .2.3. Mycotoxinogénése :

Les facteurs qui affectent la formation de mycotoxines incluent la teneur en eau,
la température, le temps de stockage, les dommages aux enveloppes des
graines, la présence d’oxygéne et de dioxyde de carbone, la composition du
substrat, la prédominance d’espéces toxinogenes, la dispersion des spores, les
interactions microbiennes et la présence d’insectes (Pfohl-Leszkowicz, 1999).
Ces facteurs sont d’ordres physiques, chimiques et biologiques (Mitchell et al.,
2004).

I1.2.3.1. Activité de I’eau (Aw), la température et le pH :

Les deux facteurs physiques essentiels qui influencent la croissance et la
production de mycotoxine sont la température et I'’humidité (Mitchell et al.,
2004). En général, la température optimale de croissance pour la plupart des
champignons se situe vers 25 °C (Botton et al., 1990). Le pH du milieu est un
facteur important aussi dans la croissance des moisissures et la production des
mycotoxines. La plupart des moisissures croissent dans des pH acides et

peuvent tolérer des valeurs des pH trées basses. Et l'activité hydrique
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nécessaire a la toxinogénese est supérieure a celle permettant la croissance

fongique (Pfohl-Leszcowicz, 2001).

En effet, les champignons de champs exigent typiquement une haute teneur en
humidité dans le substrat (22-25 %) par rapport aux champignons de stockage
(13-18 %) (Samson et al., 2004). Chaque espéce ou isolat a son niveau
optimal d’humidité (ou activité¢ de l'eau, aw) et de température pour la
production de mycotoxine. Ces optima peuvent différer sensiblement de leurs
optima pour la croissance. A c6té de I'Aw et la température, le pH peut avoir un
effet critique pour la croissance fongique et la production de mycotoxine. La
plupart des moisissures se développent sur une gamme de pH de 5,5 a 9 avec
une Aw entre 0,85 a 0,98, a une température optimale comprise entre 20 °C et
30 °C (Reboux, 2006).

1.2.3.2. Endommagement des graines :

Les graines cassées ou fissurées ou attaquées par les rongeurs constituent des
foyers favorables pour le développement des moisissures qui libérent les
toxines aprés leur envahissement. Leur altération par les insectes et les
acariens fournit également les conditions favorables pour la croissance et le

développement des moisissures (Feillet ,2000).
Il .2.3.3. Composition gazeuse :

Généralement la production des mycotoxines est plus sensible a la variation de
composition de l'air que la croissance fongique. Une concentration en oxygéne
inférieure a 1 % et des concentrations élevées de CO, empéchent I'élaboration

de mycotoxines (Cairns-Fuller et al., 2005 ; Keller et al., 1997).

Il .2.3.4. Traitements agricoles :

Plusieurs facteurs additionnels peuvent influencer la production des
mycotoxines dans le champ. lls peut s’agir des pratiques agricoles comme le
labourage et la rotation de récolte (Lipps et Deep 1991), les fongicides utilisés,
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la variété de la plante (Golinski et al., 1996) et les différences géographiques
(Langseth et al., 1995).

Il .2.3.5. Nature du substrat :

La nature du substrat peut influencer I'expression du pouvoir de sécrétion des
toxines (Andersen et Thrane, 1996 ; Chapeland et al., 2005 ; Reboux, 2006).
La composition qualitative et quantitative en certains nutriments (notamment la

source de carbone) influe sur la contamination en mycotoxines.

I .2.3.6. Champignons toxinogénes :

Le type et la quantité de mycotoxine dépendent des espéces fongiques qui les
produisent (Lacey, 1986). Elles different dans leur caractére morphologique,
génétique et dans leurs places écologiques (Cast, 2003). Les champignons
toxinogénes peuvent étre classés en deux groupes principaux (Christensen,
1974).

a— Les champignons de champs qui contaminent les produits agricoles avant
ou pendant la récolte, principalement Fusarium et Alternaria, mais aussi des
Aspergillus dans le cas des raisins.

b— Les champignons de stockage (par exemple les Penicillium et Aspergillus)

qui tendent a contaminer les denrées alimentaires pendant leur stockage.
I .2.3.7. Interactions entre organismes :

La présence de plusieurs espéces 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. La présence simultanée de
plusieurs espéces de microorganismes dans le méme milieu entraine une
diminution de la production de mycotoxines par chacun des microorganismes

producteurs.

Ainsi, la quantité d’aflatoxine B1 produite est réduite quand une souche

d’Asperqgillus flavus est introduite dans une culture en méme temps qu’une
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souche d’Aspergillus parasiticus, et ce, méme si la souche d’Aspergillus
parasiticus est une souche non toxinogéne (Pfohl — Leszkowicz, 2001). Et la
présence de Fusarium verticilloides sur les épis protege le mais d’une
contamination ultérieure avec [I'Aspergillus flavus et réduit la quantité

d’aflatoxine produite (Zummo et Scott, 1992).

En 1988 Mislivec a démontré expérimentalement que la culture simultanée
d’Aspergillus parasiticus et d’A. flavus ne modifie pas la production d’aflatoxines
par ce dernier, alors que la présence d’espéces de Penicillium diminue la
production de cette mycotoxine (Mislivec et al., 1988). Dans le méme esprit, la
production d’aflatoxines par Aspergillus flavus est inhibée par la présence

d’Aspergillus niger (Horn et Wicklow, 1983).

Il .3. Réglementation sur les mycotoxines :

Jusqu’a I'an 2002, seule la teneur des produits agricoles et aliments en
aflatoxines était réglementée en Europe (Quillien, 2002). Actuellement la
réglementation s’est élargie a d’autres mycotoxines (tableau 6) comme
désoxynivalénol, zéaralénone, fumonisine, etc. Mais I'absence d’'une bonne
connaissance sur les nouvelles mycotoxines limite [I'établissement d’une

législation.

Par contre en Afrique plusieurs pays ne disposent d’aucune législation en la
matiere (Anonyme, 2004). L'Afrique du Sud, les pays ou fut décrit pour la
premiere fois 'Ochratoxine A, la Iégislation sur les mycotoxines fixe une limite
de 5 ppb pour I'aflatoxine B1 dans les aliments destinés a la consommation
humaine, 10 ppb comme teneur totale d’aflatoxines, 50 ppb pour la patuline
dans le jus de pomme et 15 ppb seuil limite d’aflatoxines dans les arachides

destinées a une transformation ultérieure (Anonyme, 2009).

L’Algérie a réglementé (tableau 6) et fixé les teneurs maximales des aflatoxines
dans les arachides, les fruits a coque et les céréales pour l'alimentation
humaine et animale. (FAO, 2003)
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Tableau 5 : Teneurs maximales en aflatoxines exprimées en ug/kg (AFSSA,

2006)
Alimentation Toxine Matrice Teneur maximale
en ug/kg
De 2,5 ou 8 selon
Arachides  (cacahuétes) +autres | le produit et son
graines+fruits secs stade de
transformation
2 ou 5 selon le
Aflatoxine B1 Céréales produit et son
stade de
transformation
Certaines épices 5
Alimentation & base de céreales 01
infantile. ’
De 4, 10 ou 15
Arachides  (cacahuetes) +autres | selon le produit et
graines+fruits secs son stade de
. transformation
Aflatoxines De 4 ou 10 selon
(B1+B2+G1+G2) | duit et
Céréales e produit et son
stade de
transformation
Certaines épices 10
Lait 0,05
Humaine Aflatoxine M1 Préparation pour nourrissons et 0,025
enfants en bas age
Grains de céréales brutes (y compris 5
le riz brut et le sarrasin).
Produits dérivés des céréales (y
compris les produits de céréales 3
transformés et les grains de céréales
destinés a la consommation directe).
Alimentation & base de céréales
infantile et aliments diététiques
Y : ‘o . 0,5
destinés a des fin médiales spéciales
spécifiquement pour les nourrissons.
Ochratoxine Raisins sec (Corinthe, sultanines et 10
raisins sec).
Grains de café torréfié et café torréfié 5
moulu.
Café soluble (instantané). 10
Vin (Rouge, blanc et rosé et boissons >
a base de vin).
Jus de raisin, ingrédients a base de
jus de raisin dans autres boissons, y >
compris le nectar de raison et le jus
de raisin concentré reconstitué.
Matiéres premieres des aliments pour 20
animaux
Animale Aflatoxine B1 De 5 a 20 selon
Aliments complets/complémentaires les especes
animales
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Tableau 6 : Réglementation algérienne des teneurs maximales en aflatoxines

(FAO, 2003)
Produit alimentaire Aflatoxines Teneur maximale (ug/kg)
Arachides, Fruits a coque. Aflatoxine B1 10
Céréales Aflatoxines (B1+B2+G1+G2) 20
Aliment pour bétail Aflatoxine B1 20
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CHAPITRE IIT

Plantes médicinales

lll .1. Les plantes médicinales et la phytothérapie

La phytothérapie est I'art de se soigner par les plantes, c'est se soigner de maniére
naturelle, en respectant son corps et surtout son cerveau; parce que cela est plus
doux et plus profond a la fois mais pas n'importe quelles plantes, les plantes

médicinales.

lll. 1.1. Apercu historique sur I'utilisation des plantes médicinales

Les végétaux peuplaient la planéte bien avant 'homme et ont d’abord servi a le
nourrir via la cueillette puis la culture (Lorrain, 2013). Leur emploi a rapidement
évolué en constatant leurs propriétés thérapeutiques pour traiter les blessures et les
maladies. L’utilisation des arbmes était également connue des civilisations de
'antiquité pour des usages religieux, cosmétiques, mais aussi thérapeutiques
(Lardry et Haberkorn, 2007). Ce sont les égyptiens, 3150-1085 avant Jésus-Christ,
de I'époque pharaonique, qui furent les premiers a avoir recours aux plantes
aromatiques pour embaumer les morts, avec notamment un meélange d’huiles
essentielles comme l'huile de cédre, de basilic (Lardry et Haberkorn, 2007 ;
Franchomme et al., 1990), et en utilisant des plantes aux propriétés antiseptiques
connues comme le nard de I’'Himalaya, la cannelle, le ciste, des produits de sécrétion
aromatique comme I'encens ou la myrrhe (Abrassart, 1997). En Grece antique,
Hyppocrate indiquait les bains aromatiques dans le traitement des maladies de la
femme (Lardry et Haberkorn, 2007). Et dans les grandes épidémies, on faisait
brdler de la lavande, sarriette, romaine et de I'’hysope (Lardry et Haberkorn, 2007).
En Inde, a 'dge d'or de la médecine ayurvédique coincidant avec l'apogée du
bouddhisme (de 327 av. J-C. a 750 apr. J-C.), on conseillait couramment les plantes
médicinales et aromatiques pour différentes indications : massages, bains, hygiéne,
santé et diététique (Lardry et Haberkorn, 2007 ; Couic-Marinier et Lobstein,
2013). Au 1er siécle apr. J-C., apparut le traité intitulé « De materia medica » écrit
par Dioscoride, médecin et grand voyageur, dressant l'inventaire de 519 espéces de
plantes et qui servira de référence dans la société Romaine et Arabe. Les Arabes ont
ainsi poursuivi les recherches sur les plantes médicinales en devenant les premiers a
mettre au point la distillation des plantes, permettant d’en extraire I'huile essentielle, il

y a de cela plus de mille ans (Roulier, 1990).
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Partout dans le monde, les plantes médicinales furent utilisées : en 1692 paraissait la
premiére « Pharmacopée royale galénique et chimique » rédigée par M.CHARAS,
véritable recueil de préparations meédicamenteuses. En 1778 le premier dipléme
d’herboriste était décerné par la faculté de Médecine de Paris...

Aujourd’hui, 'usage des plantes médicinales totales tombe peu a peu en des études

au profit du principe actif isolé.

lll. 1. 2. Définition des plantes médicinales

Définie par la pharmacopée par une plante dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses. Egalement appelée « drogue végétale » (Gazengel et
Orecchioni, 2013).

Dans le code de la Santé publique, il n’existe pas de définition Iégale d’une plante
médicinale au sens juridique, mais en France « une plante » est dite médicinale
lorsqu’elle est inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement
médicinal. C’est-a-dire qu’elles sont présentées pour leurs propriétés préventives ou
curatives a I'égard des maladies humaines ou animales (Ghabrier, 2010).

Ce sont des plantes utilisées en médecine traditionnelle dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses. Leur action provient de leurs composés
chimiques (métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les
différents composés présents (Sanago, 2006). Une telle définition devrait inclure,
d’aprés Sofowora (2010), les cas suivants :

- Plantes ou parties de plantes a usage médicinal dans des préparations galéniques
(décoctions, infusions, etc.), comme I'écorce de bourdaine ;

- Plantes utilisées pour I'extraction des substances pures soit pour usage medicinal
direct ou pour 'lhémisynthése de composés médicinaux ;

- Aliments, épices et plantes de parfumerie a usage médicinal, comme le gingembre ;
- Plantes microscopiques employeées pour l'isolement de produits pharmaceutiques ;
- Plante a fibres utilisées pour la préparation de pansements chirurgicaux.
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lll. 1.3. De la plante au médicament,

les plantes synthétisent de nombreux composés appelés métabolites primaires et
secondaires; ces molécules sont caractérisées par des structures complexes et
variées que les chimistes auraient bien du mal a synthétiser dans leurs laboratoires
(Graham et Depovere, 2002). Les plantes médicinales sont utilisées comme des
usines des productions des molécules; aprés la sélection des plantes, les
scientifiques vérifient ces usages a soigner par des études et ont conduit a
'isolement de nouveaux principes actifs et/ou a la mise sur le marché de
médicaments a base de plantes ou d’extraits standardisés. De la plante entiére ou
partie de plante utilisée au départ, on a ensuite utilisé des extraits totaux liquides ou
secs pour faciliter la prise et standardiser les traitements. Les recherches bio guidées
pharmacologiques et chimiques menées pour identifier les effets de ces extraits et en

isoler et en purifier les molécules actives.

Flante entiére ou partie de la

plante
—| Extraction
Extrait
Eszais biologiques Purifications

Mélange de constituants actifs

Purifications
Determination de structures
E=sais pharmacologigues

Principes actifs Extraits standardizés
Essais cliniques, toxicologiques, Biotechnologie
pharmacocinétiques T Synthese Medicaments
Relations structure-activite Extractions
[ 1
Derives synthetigues ou hemi- Medicaments

synthatiques

Medicaments

Figure 15 : De la plante au médicament (Quetin-Leclercq, 2002)
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lll. 1.4. le principe actif

Le principe actif c’est une molécule contenue dans une drogue végétale ou dans une
préparation a base de drogue végétale et utilisée pour la fabrication des
médicaments (Pelt, 1980). Cette molécule présentant un intérét thérapeutique curatif
ou préventif pour 'hnomme ou l'animale, elle est issue de plantes fraiches ou des
séchées, nous pouvons citer comme des parties utilisées : les racines, écorces,

sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines (Benghanou, 2012).

Les plantes contiennent des métabolites secondaires peuvent étre considérées
comme des substances indirectement essentielles a la vie des plantes par contre
aux métabolites primaires qu’ils sont les principales dans le développement et la
croissance de la plante, les métabolites secondaires participent a 'adaptation de la
plante avec I'environnement, ainsi a la tolérance contre les chocs (lumiere UV, les
insectes nocifs, variation de la température...) (Sarni-manchado et Veronique,
2006). Ces composés sont des composés phénoliques, des terpénes et stéroides et

des composés azotés dont les alcaloides.

lll. 1.5. Métabolites secondaires des plantes médicinales

les plantes contiennent une grande variété de composés secondaires dont la
fonction est loin de faire I'unanimité (Small et Catling, 2000). Leurs rbles sont
encore mal connus, mais il est clair gu’ils interviennent de maniéere interactive dans
les relations entre la plante et son environnement : molécules servant a la défense
contre prédateurs ou des agents pathogénes, a la prédation, a I'adaptation de la
plante. Un nombre de structures connues; ils peuvent étre classés en plusieurs
grandes familles de structures connues est les composés phénoliques (tanins,
flavonoides...), les composés azotés, avec en particulier les alcaloides, et les

composes terpéniques.
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lll. 1.5.1. Composés phénoliques

Comme la majorité des métabolites secondaires, les polyphénols et essentiellement
les flavonoides sont synthétisés pour accomplir certaines fonctions lors du
développement de la plante. En termes de fonction protectrice, ils défendent la
plante contre les pathogenes tels que les moisissures, les champignons et les
bactéries. lls assurent sa protection contre le rayonnement ultraviolet. Certains
d’entre eux sont des répulsifs qui inhibent la croissance d’autres espéces. Les
polyphénols jouent un réle structural comme la lignine constituant la rigidité du bois
(Buchanan et al., 2000 ; Druyne, 1999). lIs participent a la coloration des fleurs et
des fruits a fin d’attirer les insectes pollinisateurs qui transportent les graines dans
les fruits (Buchanan et al., 2000).

Selon Corona (2011) les polyphénols peuvent étre répartis en deux classes

les flavonoides et les non-flavonoides.
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Figure 16 : Classes majeures des polyphénols (Corona, 2011)
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lll. 1.5.1.1. Les acides phénoliques et phénols

Les acides phénoliques sont rares dans la nature. Ces composés sont formés de
deux catégories : la premiere catégorie contient les acides phénoliques dérivés de
'acide benzoique qui par monohydroxylation et/ou polyhydroxylation forme des
acides phénoliques et des acides polyphénoliques respectivement I'acide gallique et
I'acide protocatéchique .

La deuxiéeme catégorie regroupe les acides phénoliques dérivés de [I'acide
cinnamique. De méme avec I'acide cinnamique, I'’hydroxylation conduit a I'acide p-

coumarique et a I'acide caféique (Haslam, 1994).

lll. 1.5.1.2. Les flavonoides
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Al c |2 OH
6\5 4 ’ 2
/ Dihydrofiavonol
N
| O
-0 O o
p g o
OH OH OH
Anthocyanidines Flavan-3-ol Flavan-3.4-diol

Figure 17 : Familles des flavonoides

Occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols, les flavonoides sont
des métabolites secondaires ubiquistes des plantes. Plus de 4000 flavonoides
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naturels ont été décrits. On estime que 2 % environ du carbone organique
photosynthétisé par les plantes, soit quelques 109 tonnes par an, sont convertis en
flavonoides (Markham et Mabry, 1975).

Les flavonoides constituent la plus vaste classe de composés phénoliques. A
présent plus de 4000 composés ont été identifiés soit environ 50 % des polyphénols.
Ces composés ont une structure de base formée de 2 noyaux benzéniques A et B
reliés par un noyau C qui est un hétérocycle pyrannique (Lobstein, 2010) .

Parmi les nombreuses classes de flavonoides présentées (figure 16), nous citerons
les principales : anthocyanes, flavanols, flavones, flavanones, isoflavones et

proanthocyanidols (Sang et al., 2002).

lll. 1.5.1.3. Les tannins

Les tannins (ou tanins) sont des composés polyphénoliques de structures variées,
utilisés pour tanner les peaux. Les tannins ont plusieurs activités biologiques. Des
études ont montré que des nombreux tannins présentent des propriétés
antioxydantes (Catier et Roux, 2007). Ces composés présentent une grande
capacité de piégeage des radicaux libres et aussi dans linactivation des ions
prooxydants (Bruneton, 1999).

D’autres tannins présentent une activité antiseptique importante. En effet, ils
présentent des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales assez

spectaculaires (Chung et al., 1998).

lll. 1.5.1.4. Les stilbénes Hydroxylés

Ces dérivés hydroxylés sont des composés formés de deux noyaux aromatiques liés
par un groupe éthylique (C6-C2-C6) (Lobstein, 2010). Le resvératrol un des
stilbénes les plus connus se trouve dans le raisin (Cornwell et al., 2004).

lll. 1.5.1.5. les lignanes

Un autre groupe de polyphénols simples est constitué par les lignanes, formés de
deux unités phénylpropane liées entre elles de différentes manieres (figure 18).
Quelques-uns d’entre eux forment des structures diméres également présents dans

les molécules de lignine. Les lignanes ont été isolés aussi bien a partir des extraits
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d’essences résineuses que d’essences feuillues. Parmi les lignanes de Quercus,

Alnus et Ulmus, le syringarésinol est le plus abondant.

OH
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O
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Figure 18 : Lignanes

Un autre groupe de constituants aromatiques est représenté par les stilbénes
présents aussi bien chez les feuillus que chez les résineux. Les stilbénes sont
produits par addition de 1 a 3 molécules de malonyl CoA sur les acides cinnamiques
qui dérivent de la voie de biosynthése des phénylpropanes. Ces composés seraient
responsables du noircissement des bois lors de leur exposition a la lumiére et des
difficultés rencontrées lors de la fabrication de la pate a papier en milieu acide. On
attribue aux stilbénes les roles de fongicides et la protection contre les insectes
(Stevanovic, 2005).

lll. 1.5.1.6. Saponosides

Les saponines sont des métabolites secondaires hétérosidiques, fréquemment

rencontrés chez les végétaux supérieurs en particulier chez les Dicotylédones
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(racines, fruits, écorces, tiges, feuilles ou graines), mais sont synthétisés également
par certains animaux marins tels que les concombres de mer ou les étoiles de mer.
Le nom saponoside est dérivé du mot latin sapo qui veut dire savon, qui évoque le
caractére moussant de leur solution aqueuse. Ce pouvoir tensio-actif est di au
caractére amphiphile des molécules, a la fois lipophile (la partie aglycone ou génine)
et hydrophile (la partie osidique).

Les saponosides sont des composeés, pour la plupart, trés polaires et sont souvent
retrouvés sous forme de mélanges complexes dans la plante. lls possédent en outre
un large spectre de propriétés biologiques et pharmacologiques notamment des
propriétés immunomodulatrice, immunoadjuvante, cytotoxique, antitumorale et
hypocholestérolémiante (Lacaille-Dubois, 2000). Les chaines oligosaccharidiques
greffées sur l'aglycone sont soit linéaires, soit branchées et peuvent renfermer
jusqu’a 11 monosaccharides.

La partie osidique est le plus souvent inactive, tout en exergant un effet favorable sur
la solubilité du glucoside et son absorption, voire son transport vers tel ou tel organe.
L'effet thérapeutique est déterminé par la seconde partie. La partie sucre et

I'aglycone sont normalement liées par une fonction éther ou ester.

lll. 1.5.2. Autres composés

lll. 1.5.2.1. Les coumarines :

Les coumarines sont des substances naturelles connues, Il s’agit de composés a
neuf atomes de carbone possédant le noyau benzol (2 H)-1 pyrannone-2. Ce
composé dériverait de la cyclisation de I'acide cis cinnamique oxygéné en C-2 (Gray
et Waterman, 1978). Les coumarines tirent son nom de kumaru, nom vernaculaire
de la féve tonka Coumarouna odorata encore appelée Disteryx odorata Willd. Elles
sont trés largement distribuées dans le régne végétal. La coumarine et ses dérivés
dont plus de 300 structures sont connues se répartissent dans 9 familles de
Monocotylédones et plus 70 familles Dicotylédones. lls participent dans les racines
des plantes symbiotiques hébergeant Rhizobium, a la formation des nodules. Elles
sont responsables de lI'odeur caractéristique de l'aspérule odorante et du mélilot
desséché. Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines sont des 2H-1 —
benzopyran -2 — ones que I'on peut considérer, en premiére approximation, comme

étant les lactones des acides 2 — hydroxy-Z cinnamiques (Bruneton, 2009). Elles
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sont produites en grand quantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique et
semblent constituer un moyen de défense de type phytoalexine (Vivas de Gaulejac,
2001).

lll. 1.5.2.2. Anthocyanosides

les anthocyanes ou pigments anthocyaniques sont des composés hydrosolubles, de
teinte rouge, violette ou bleue, qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles.
Les anthocyanes sont présentes dans la nature uniquement sous forme
d’hétérosides appelés anthocyanosides. ces pigments sont trés répandus dans le
regne végeétal et proche des flavonoides sur le plan d’origine, de la structure et des

propriétés pharmacologiques (Catier et Roux, 2007).

lll. 1.5.2.3. Quinones

les quinones sont des composés oxygénés qui résultent de I'oxydation de dirivés
aromatiques caractérisés par un motif 1,4 — dicétocyclohexa-2, 5 — diénique (para-
quinones) ou par un motif 1,2 — dicétocyclohexa-3, 5 — diénique (ortho-quinones).
La dione peut étre conjuguée aux doubles liaisons d’un noyau benzénique
(benzoquinones) ou a celles d’'un systéme aromatique polycyclique condensé :

naphtaléne, anthracene, naphtodianthrene (Krief, 2003; Bruneton , 2009).

lll. 1.5.2.4. Alcaloides

Ce sont des substances organiques azotées d’origine végétale, de caractére alcalin
et de structure complexe (noyau hétérocyclique), on les trouve dans plusieurs
familles des plantes, la plupart des alcaloides sont solubles dans I'’eau et I'alcool et
ont un gout amer et certains sont fortement toxiques (Wichtl et Anton, 1999).
Certains alcaloides sont utilisés comme moyen de défense contre les infections
microbiennes (nicotine, caféine, morphine, lupinine) (Hopkins, 2003). Représentant
un groupe fascinant de produits naturels, ils constituent un des plus grands groupes
de métabolites secondaires avec prés de 10000 a 12000 différentes structures
(Stockigt et al, 2002).
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lll. 1.5.2.5. Terpénes

Dans le régne végétal, les terpénes sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires. Leur classification est basée sur le nombre de répétitions de I'unité de
base isopréne (a 5 atomes de carbone) (Wang et al., 2007 ; Bruneton, 1999 ; Dey
et Harborne, 1991). A ce jour, avec plus de 30000 molécules identifiées, les
terpenes constituent 'une des plus polymorphes et des plus grandes familles de
composés naturels : hémiterpenes (C5), monoterpénes (C10), sesquiterpénes (C15),
diterpénes (C20), sesterpenes (C25), triterpénes (C30), tetraterpénes, (C40) et

polyterpénes.

lll. 2. Monographie des plantes étudiées

lll. 2.1. Salsola vermiculata

Le genre Salsola est 'un des meilleurs genres connus de la famille Chaenopodiacea
, et plusieurs espéces ont été écrites , y compris Salsola pestifer , Salsola
vermiculata et Salsola oppositifolia . S. vermiculata est une plante typique des sols

salés. (Karawya et al., 1972).

Figure 19 : Photo de la plante Salsola vermiculata (source: prise de la région de

knadssa- Bechar)
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lll. 2.1.1. Données botaniques

lll. 2.1.1.1. Description :

Arbrisseau a tiges dressées ou décombantes, trés rameuses. Feuilles linéaires,
élargies a la base, généralement pubescentes ou velues, d’un vert pale ou jaunatre,
les florales subulées ou vermiculaires, souvent glabres; fleurs solitaires, en
grappes étroitement paniculées ; ailes calicinales grandes, mais bien moins que dans

'espéce précédente, généralement pales.

lll. 2.1.1.2. Habitat :

Salsola spp trouvés sur les Lieux secs et un peu salés ; le long de la céte du nord-est
du West. (Beatley 1973) ; S. vermiculata est 'une des espéces dominantes dans des
zones arides du sud d’Europe, du nord d’Afrique et il est également trés fréquent
dans les zones cétiéres de la mer Baltique a la cote méditerranéenne . (Guma, et
al., 2010).

Figure 20: destribution s. vermiculata (http://lwww.gbif.org/species/3083954)

Il .2.1.1.3. Classification

on classe salsola vermiculata Selon Cannon (1913) ;

Reégne : Plantae

Embranchement: Tracheophyta

Classe : Magnoliopsida
Ordre : Caryophyllales
Famille : Amaranthaceae
Genre : Salsola

espeéce : S. vermiculata
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lll. 2.1.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

Cette Salsola comme les Salsolacées ont pour caractére commun, de produire par
une combustion de la soude, employée a la fabrication du savon utilisé par les

populations rurales, nomades et méme par les touaregs.

I'étude d’Inventaire, catégorie, symptomes traités et parties utilisées des espéces
spontanées médicinales inventoriées au Sahara septentrionalalgérien les feuilles
Salsola vermiculata » Kebeira » utilisées sous forme Cataplasme pour le traitement
des boutons et des teignes (Chahma et Djebar 2008). La plantation d’arbustes est
connue pour contribuer a la révégétation de paturages dégradés. S.vermiculata est
particulierement considérée utile pour ce but. il a aussi rapporté son utilisation
comme un fourrage pour les chévres, moutons et chameaux dans les régions arides.
(Osman et al., 2006).

lll. 2.2. Bobonium (Anvillea radiata)

Sous-arbrisseau ligneux atteignant 50 cm de haut, a rameaux étalés et portant des
inflorescences en forme de grands capitules jaunes d’or entourés par les feuilles
supérieures. Reconnaissable a maturité par les capitules ouverts libérant leurs fruits
(akénes) un peu arqués. Commune dans tout le Sahara ou elle colonise surtout les

cuvettes sablo-argileuses des regs et des hamadas.

Figure 21 : Photo de la plante Anvillea radiata(source: prise de la région de
boussemghon- El bayadh)
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lll. 2.2.1. Données botaniques

lll. 2.2.1.1. Famille des asteraceae :

Les plantes de la famille des astéracées ou composées et dont le terme botanique
est asteraceae ou composite, est I'une des plus grandes familles puisqu’elles
rassemblent entre treize milles a vingt mille plantes dicotylédones principalement

installées dans les climats tempérés de la planéte.

Les plantes de la famille des astéracées comprennent surtout des herbacées, mais
on y recense quelques arbres et arbustes, et méme des lianes en tout petit nombre,
cette famille doit sa particularité commune a avoir une inflorescence en capitules et

dépourvue de pédoncules.

Les plantes de la famille des astéracées sont soit annuelles, bisannuelles ou vivaces
avec des feuilles alternées et simples et possédants pour la plupart un latex au sein

de leur tige.

Les plantes de la famille des astéracées ont des fleurs hermaphrodites ou
unisexuées avec une corolle actinomorphe qui se présente sous forme de fleurs
tubulées, et donnant un fruit que I'on nomme akéne qui se trouve muni d’'un papou
(sorte de soie dure). (Barkely et al., 2006)

lll. 2.2.1.2. Caractéristiques de I’espéce Anvillea radiata

Plante endémique saharienne, cette espéce a port ligneux (20 a 50 cm) est
largement répandue dans I'ensemble du Sahara ou elle colonise les dépressions
sablo-argileuse. Reconnaissable a ses feuilles vertes bleutées en forme de triangle
allongé et a bord denté, cette plante se remarque par ses inflorescences disposées
en larges capitules jaune orangé et entourées de feuilles rayonnantes qui passent
progressivement aux bractées coriaces et piquantes. Dégageant, comme la plupart
des plantes de la famille des Asteraceae (composées), une odeur une légére odeur
aromatisée, cette espéce constitue un excellent paturage pour les chameaux et les
chévres. Selon la tradition locale, I'infusion des feuilles est utilisée dans le traitement
du diabete. (Boullard, 2001)
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lll. 2.2.1.3. Classification

D’aprés Guignard et Dupont (2007), La classification qu'occupe Anvillea radiata
Coss. & Dur. est la suivante :
Regne : Plantae
Embranchement : Spermatophytes
Sous-Embranchement : Angiospermes
Classe : Eudicots
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Anvillea
Especes: Anvillea radiata Coss.&Dur.
Nom arabe : NOUGD

lll. 2.2.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

lll. 2.2.2.1. Utilisation en médecine traditionnelle :

Selon la tradition algérienne, I'infusion des feuilles et des tiges est utilisée dans le
traitement des pathologies broncho-pulmonaires (Mazia et al., 1993) et digestives
(Mazia et al., 1993 ; Chehma 2006). Les pousses d’A. radiata, en infusion a froid ou
a chaud, sont utilisés comme reméde contre le diabéte (Mazia et al., 1993;
Chehma, 2006).

lll. 2.2.2.2. Chimiques
El Hassany et al., (2004) ont isolé a partir de la partie aérienne d’Anvillea radiata de
Maroc un nouveau parthenolides , avec deux autres germacranolides déja connues

(9-a-hydroxyparthénolide et pathénolid -9 — one.

le 9-a-hydroxyparthénolide a été testé pour ces activités biologiques. il a été
démontré que ce composé posséde une activité cytotoxique significative contre cing
lignées de cellules cancéreuses humaines et un pouvoir antimicrobien contre
Bacillus cereus, Escherichia coli, Proteus vulgaris, et Streptococcus sp. (El Hassany
etal., 2004)
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En 2006; Dendougui et al., ont focalisé leurs travaux sur la recherche des
flavonoides dans la fraction Butanolique de la partie aerienne d’Anvillea radiata ou ils
sont identifies 13 composés dont quatre aglycones et neuf flavonol glycosides.
Autres quatre germacranolides (9-a-hydroxy-1-p, 10-a-époxyparthénolide; 9-B-
hydroxyparthénolide ; 9-B-hydroxy-1-8, 10-a-époxyparthénolide; cis-parthénolide-9-
one) (Rustaivan et al., 1986 ; Sattar et al., 1996 ; Sattar et Mc Phali, 2000), des
flavonols : quercétine 3 — rhamnoglucoside3', 4' — diméthyléther, 6 —
méthoxykaempférol 3 — rhamnoglucoside, 6 — méthoxykaempférol3 —
galactoside 7,4 — diméthyléther, kaempférol 3 — rhamnoglucoside, spinacétin 3 —
rhamnoglucoside ont été isolé d ‘Anvillea garcini (Ulubelen et al., 1979).

Selon El Hanbali et al., (2007) rapportent que les huiles essentielles possedent une

excellente activité antibactérienne vis-a-vis des microorganismes testés.

lll. 2.3. Asphodelus tenuifolius

C’est une plante annuelle mesurant entre 20 et 30 cm. Les feuilles creuses,
cylindriques, prennent naissance a la base (figure 22). Les longues hampes
ramifiées et dressées portent les inflorescences qui sont de trés jolies fleurs
blanches a pédoncule redressé, regroupées en grappes laches. Les fruits en

capsules renferment de minuscules graines noires.

— ﬂ;“ 4‘;: ;‘. ? “ at )\ L YR . W
Figure n°® 22 : Photos d’Asphodelus tenuifolius.( source: prise de la région de

tafagoumt- Tindouf)

Cette espece méditerranéenne est largement répandue dans I'ensemble du Sahara.

Elle affectionne les terrains rocailleux, lits d’oueds d’altitude, rigoles ou dépressions
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plus ou moins ensablées, qui retiennent un pu d’aprés la pluie. Elle forme parfois de
véritables petites « prairies » sur le tassili.

Les animaux broutent I'asphodéle, qui n'est pas cependant considéré comme un
paturage d’'une grande qualité.

Autrefois, cette plante était largement employée dans l'alimentation : les feuilles
bouillies ou cuites dans I'huile, les graines pilées en farine. Dans ce dernier cas, on
la mélange a d’autres farines pour galettes ou bouillies : la forte odeur des graines
s’en trouve alors atténuée. On cueille les jeunes pousses que l'on ajoute aux
préparations culinaires.

Au point de vue médicinal, cet asphodéle serait fébrifuge. S’il est consommé en trop
grande quantité, il peut s’il est consommé en trop grande quantité, il peut s’avérer
indigeste (Gurbuz et al., 2002).

lll. 2.3.1. Données botaniques

lll. 2.3.1.1. Classification :

L’Asphodelus tenuifolius est classée comme suivant :
Régne : Plantes (Végétal)
Embranchement : Spermatophytes
Sous-Embranchement : Angiospermes
Classe : Equisetopsida
Ordre : Asparagales
Famille : Xanthorrhoeaceae
Genre : Asphodelus

Espéce : Asphodelus tenuifolius

lll. 2.3.1.2. Description morphologique :

Plante annuelle aux feuilles cylindriques creuses, prenante naissance a la base.
Les inflorescences sont portées par de longues hampes ramifiées. Les fleurs
blanches sont regroupées en grappes laches. Les fruits forment des capsules qui
contiennent de minuscules graines noires. Les feuilles fraiches sont recherchées et

elles sont ajoutées aux préparations culinaires. (Gurbuz et al., 2002).
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lll. 2.3.1.3. Habitat et distribution :

Espece méditerranéenne assez commune dans tout le Sahara. aussi Répandue
dans de nombreuses régions, chaude ou tempérée de I'eau world. La plante est
espaces communs dans les pentes séches et humides des montagnes dans les
émirats du Nord et Al-Ain, et dans les champs cultivés, il fleurit au printemps.

Partie(s) occasion : Ampoule et grains (Gurbuz et al., 2002).

lll. 2.3.1.4. Description du microscopique :

Une section transversale d’une feuille montre une cuticule épaisse couvrant a paroi
mince sensiblement cellules épidermiques allongées un peu carrées aux extrémités
étroites ; ainsi le parenchyme semble étre agencé sous une forme paralléle. Les
stomates sont grands, ovoides et se trouvent entre les extrémités au carré des
cellules épidermiques adjacentes. Les cellules ont palissadé différentes tailles et
semblent étre en deux couches, mais ils sont plus ou moins organisés. Les
spongieuses cellules du mésophylle sont pour la plupart rondes, mais aussi qu’ils
varient en taille et sont plus ou moins organisés.

Le mésophylle intégrer brins vasculaires, y compris en spirale et annulaire épaissi
vaisseaux, cellules du parenchyme associé allongé et des fibres. lls ont également
intégré dispersés tour a ellipsoides idioblastes contenant des cristaux aciculaires
d’'oxalate de calcium qui se produisent en bottes et en collaboration avec des
structures allongées qui semblent étre conduits coniques a deux extrémités et
remplies de jaune a I'orange contenu.

Cellules souches épidermiques sont grand parenchyme allongé. Les parties
intérieures de la tige allongée comprennent parenchyme, compacte disposés brins
de fibrovasculaires, y compris trachéides dénoyautées, grandes annulaire, en spirale
ou réticulée épaissie navires. Certaines des grandes cellules du parenchyme sont
presque remplies avec le contenu de couleur brun-orangé (figure 23) (Gurbuz et al.,
2002).
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Figure 23 : Représente des fragments microscopiques de la plante.

(a). Vue de face d’un fragment de feuille indiquant I'’épiderme sensiblement allongée cellules
disposées de maniére paralléle avec les stomates ovales existant entre le carré les extrémités
terminales des cellules adjacentes. (b). Un fragment de tissus vasculaires des feuilles montrant

navires annulaires et en spirale épaissie adjacente avec leur accompagnement a court fibres. (c). Un
fragment de la tige indiquant le fibrovasculaire disposée de fagon compacte brins dont trachéides
dénoyautées et les grands navires qui sont soit annulaire, en spirale ou réticulée épaissie.

(Grossissements : x 250 x 400 et x 250, respectivement) (Gurbuz et al., 2002).

lll. 2.3.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

lll. 2.3.2.1. Traditionnel et usages médicinaux :

Toute la plante est spasmogéne, stimulant, laxatif, diurétique et plante écrasée
utilisée pour le traitement des ulcéres ; utilisé pour faire des gateaux de lait caillé

bouilli ; les graines bonnes pour les maux de dents. (Shahina, 1994).

lll. 2.3.2.2. Constituants chimiques :

Les feuilles et les graines contiennent des anthraquinones (aloémodine,
chrysophanol), des stérols, et les terpénoides, les flavonoides, les sucres, les acides
gras et les huiles (Shahina, 1994).

Les études pharmacologiques et toxicologiques : L’extrait de plante a montré une
protection significative contre I'estomac de ce modéle d’ulcerogenesis (Gurbuz et
al., 2002). La plante a montré une activité antifongique, le Trichophyton violaceum a
été le plus susceptible d’étre complétement inhibé de 50 % de I'extrait (Ali-Shtayeh
et Abu Ghdeib, 1999).
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lll. 2.4. Capparis spinosa (Caprier commun. Kobar)

Capparis spinosa; est une plante de la famille des Capparidaceae communément
appelée le caprier le Kabbar en Algérie. C’est un petit arbuste épineux, prosterné,
largement répondu dans le bassin méditerranéen, et dans les milieux secs le long du
littoral d’Europe, d’Afrique du Nord sur le partout du bassin méditerranéen jusqu’au
sud de I'Asie et dans Australie. Le caprier est traditionnellement employé pour des
raisons pharmacologiques, comme il est utilisé en cuisine méditerranéenne diverses

préparations.

Figure 24 : Photographies de la plante Capparis spinosa. Les feuilles, la fleur et les
fruits et les capres (bourgeons floraux). (source: prise de la région de Knadssa-
Bechar)

lll. 2.4.1. Données botaniques

lll. 2.4.1.1. Habitat de Capparis spinosa :

En Algérie, le caprier couvre de vastes surfaces, mais de maniére éparse. Il a été
redécouvert depuis peu par les forestiers qui ont alors engagé I'’étude de son
développement. Celui-ci pourrait, il est vrai, étre planté dans les espaces inaptes a
I'agriculture, pour la reconstitution végétale des zones ou on ne saurait faire pousser
des especes délicates. En effet, le caprier est doté d’un systéme racinaire trés
puissant qui mobilise des volumes importants de sous-sol . Cette caractéristique lui
confére une forte tolérance a la sécheresse. || a donc la particularité de se

développer sur les sols les plus ingrats et sur de fortes pentes, d’ou son intérét
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écologique contre I'érosion dans les zones arides et semi-arides. Il est signalé dans
les stations les plus xérophiles (Maire, 1965 ; Kadik, 1986).

Le caprier s’accommode donc bien des sols les plus mauvais. D’'un point de vue
climatique, on le rencontre souvent dans les secteurs semi-arides et en second lieu
dans le subhumide. Son cycle végétatif et son développement floral exigent un climat
sec et chaud (Gorini, 1984).

Les espéces vegétales accompagnatrices les plus fréquentes dans les relevés sont
le jujubier sauvage, l'olivier, le pistachier lentisque et quelques fois le pin d’Alep. On
remarque surtout qu’il y a une constante écologique correspondant a un décor
minéral toujours ensoleillé : gorges, falaises, pentes rocailleuses, éboulis, ravins et
vieux murs de pierres en zones urbaines. En effet, les baies, trés appréciées des
oiseaux (Maire et Monod, 1950).

Explique la forte relation entretenue avec I'habitat des oiseaux. Des stocks de
graines enrobées de matiéres fécales ont été trouvés, en bas de falaises, dans les
gorges de Palestro et de Midés. Par ailleurs, les oiseaux semblent étre les
disséminateurs potentiels de la graine, ce qui explique son extension dispersée. En
effet, on pense que le passage des graines par le suc gastrique des oiseaux facilite
la régénération naturelle. Cette observation rejoindrait I'hypothése confirmée par les
travaux relatifs a I'effet positif de I'acide sulfurique sur la dormance des graines de
caprier (Benseghir et al., 1978).

Le secteur du Tell méridional, dans le domaine mauritanien méditerranéen, est la
zone biogéographique de prédilection du caprier. C’est une espéce de moyenne et
basse altitude. Les adaptations remarquables du caprier, face aux effets de I'érosion
combinés a ceux de la chaleur et de la xéricité du climat, peuvent lui conférer une
certaine importance dans des régions climatiques et édaphiques ou d’autres espéces

semblent ne pas s’adapter.

lll. 2.4.1.2. Classification de la plante :

Reégne : Plantes (Végétal)
Sous regne : Ttracheobionta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida

57



CHAPITRE III

Plantes médicinales

Sous-classe : Dilleniidae
Ordre : Capparales
Famille : Capparidaceae
Genre : Capparis

Espése : Capparis spinosa

lll. 2.4.1.3. Aspect botanique :

Capparis spinosa ; est un arbrisseau dressant avec des tiges flexueuses, épineuses
portant des feuilles alternes, pétiolées, ovales arrondies, lisses, vertes, et souvent un
peu rougeatres, avec des épines a la base. Les fleurs sont axillaires, solitaires,
composeées de quatre grands sépales verts et de quatre pétales blancs veinés de
rose et de nombreuses étamines trés longues, et d’un étrange pistil, trés long qui sort
de la fleur. Le fruit est ovoide oblong, rougeéatre, s’ouvre a la fin de la maturité. Les
graines sont noires, matées, lisses en forme de rein de 3 mm de langueur

(Satyanarayana et al., 2008).

lll. 2.4.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

lll. 2.4.2.1. Composition chimique de la plante :

Plusieurs études phytochimiques ont montré que Capparis spinosa comporte un
amalgame de composés actifs dans ses diverses parties. Les polyphénols et les
flavonoides sont également présents dans le caprier (Panico et al., 2005;
Satyanarayana et al., 2008).

Il a été montré que les bourgeons floraux du caprier renferment les flavonoides
suivants : la quercétine, la rutine, la quercétine -3 — rutinosides, la quercétine -7 —
O-glucorhamnoside, le kaempférole-3 — rutinosides, le kaempférole3 — O —

rhamnosyl-rutinoside (Bonina et al., 2002 ; Panico et al., 2005).

La partie aérienne de la plante contient aussi la quercétine 3 — O-glucoside, la
quercétine3 — O-glucoside-7-O-rhamnoside, la quercetine 3-O-[6""— ao-L-
rhamnosyl-6” —p-D-glucosyl] — B-D-glucoside et la quercétine-7-O-D-
glucopyranoside-B-L-rhamnopyranoside. Le caprier est également riche en acides
hydroxycinnamiques y compris I'acide caféique, I'acide férulique, acide p-coumarique

et 'acide cinnamique. (Panico et al., 2005 ; Satyanarayana et al., 2008).
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Des composés homologues aux composés polyphénoliques en particulier : le
cappaprenole-12, le cappaprenole-13 et le cappaprenole-14 ont été isolés de la
plante (Satyanarayana et al., 2008).

Les alcaloides sont aussi présents dans le caprier, ils sont distribués principalement
dans les racines et les graines (Panico et al., 2005 ; Satyanarayana et al., 2008).
La teneur élevée en alcaloides a été trouvée dans les racines de la plante ou la
stachydrine représente 87,43 % des alcaloides totaux. Trois alcaloides spermidines
(la capparispine, la capparispine26-O-B-D-glucoside et la cadabicine 26-O-3-D-
glucoside hydrochloride) ont été identifiés dans les racines de la plante (Fu et al.,
2008). La cadadicine, un nouvel alcaloide a été isolé du caprier (Satyanarayana et
al., 2008).

Les composés volatils des fruits mars et des racines de la plante sont présentés
principalement par le méthyle isothiocyanate, I'isopropyle isothiocyanate et le sec-
butyl isothiocyanate (Satyanarayana et al., 2008).

Le glucocapperine (90 %) représente le glucosinolate majeur des bourgeons floraux
du caprier (Panico et al., 2005).

D’autres glucosinolates comme la sinigrine, la glucoiberine et la glucocleomine ont
été également isolées a partir des graines et des feuilles de la plante. En outre, les
mémes auteurs ont rapporté que les indoles glucosinates comme le glucobrassicine,
le neoglucobrassicine et le 4 — methoxyglucobrassicine sont présents dans les
racines de la plante (Satyanarayana et al., 2008).

Des triterpenoides (a-amyrin), des stérols, des saponines et des faibles quantités de
la vitamine E, de —-carotéene et de la vitamine C ont été détectées dans la plante
(Tesoriere et al., 2007 ; Satyanarayana et al., 2008).

En plus, les capres contiennent quelques composés minéraux tels que le sodium, le

potassium et le phosphore (Tlili et al., 2011).

lll. 2.4.2.2. Usage traditionnel du céaprier :

Le caprier est utilisé depuis I'antiquité dans plusieurs pays soit en cuisine, soit en
médecine folklorique. En effet, les capres sont généralement utilisées en cuisine
méditerranéenne comme épice, apéritive avec les olives et le fromage ou comme
complément a la viande, aux salades, aux pates, et a d’autres nourritures.

Indépendamment de son utilisation comme condiments, le caprier a été utilisé depuis
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des siécles dans la phytothérapie traditionnelle, comme antifongique (Ali-Shtayeh et
Abu Ghdeib, 1999 ; Lemhadri et al., 2008), antileishmaniose (Lemhadri et al.,
2008), antihépatotoxique (Gadgoli et Mishra, 1999.), anti-inflammatoire
(Satyanarayana et al., 2008), anti-hyperlipidemique et hypoglycémiant (Eddouks et
al., 2005).

Les capres sont connues dans différents pays méditerranéens pour leurs propriétés
curatives, expectorantes, diurétiques, anti-hypertensives, cataplasmiques et toniques

(Satyanarayana et al., 2008).

lll. 2.4.2.3. Activités biologiques du caprier :

Le caprier est doué de plusieurs activités biologiques. Il est connu comme un agent
analgésique, antirhumatismal, comme il est impliqué dans le traitement de la goutte.
L’extrait méthanolique des bourgeons floraux du caprier représente un effet
protecteur sur les chondrocytes via leur activité inhibitrice sur la production des
prostaglandines, le monoxyde d’azote et des espéces réactives de I'oxygéne qui
provoquent la biodégradation du cartilage (Panico et al., 2005). Le caprier posséde
un effet anti-inflammatoire, du fait que, le capparénole-13 isolé a partir du caprier a
inhibé considérablement 'cedéme de l'oreille des rats induit par la carragénane
(Satyanarayana et al., 2008).

Les substances naturelles extraites du caprier sont également d’'importants agents
antioxydants. En effet, I'extrait méthanolique des bourgeons floraux cru de la plante a
montré une activité antioxydant dans divers modéles in vitro, d’ou il est suggéré leur
utilisation potentielle dans les conditions pathologiques du stress oxydant (Tesoriere
etal., 2007).

L’extrait aqueux de la plante a révélé, in vivo, une activité anti-hyperglycémiante
sans affecter la concentration sanguine de l'insuline. En effet, 'administration orale
de I'extrait aqueux de la plante, 20 mg/kg pendants 14 jours, a produit une diminution
significative du taux de glucose sanguin chez les rats diabétiques. Le taux du
glucose sanguin a été presque normalisé aprés 2 semaines d’administration orale et
d’'une fagon quotidienne de 20 mg/kg de l'extrait aqueux de caprier. En plus, ce
traitement provoque ainsi une diminution de taux plasmatique des triglycérides aprés
1 a 2 semaines et du cholestérol aprés 4 a 7 jours (Eddouks et al., 2005 ; Lemhadri
etal., 2008).
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lll. 2.5. Artemisia herba alba

Connue depuis des millénaires, I'’Artemisia herba-alba (armoise herbe blanche) a été
décrite par I'historien grec Xénophon, dés le début du IVe siécle av. J.-C., dans les
steppes de la Mésopotamie (Francis Joanneés, 2001). Elle a été répertoriée en 1779
par le botaniste espagnol Ignacio Jordan Claudio de Assoy del. C’est une plante
essentiellement fourragére, trés appréciée par le bétail comme paturage d’hiver. Elle
présente une odeur caractéristique d’huiles de thymol et un golt amer d’ou son
caractére astringent (Nabli, 1989). Plusieurs noms sont attribués a I'’Artemisia herba-
alba ; thym des steppes, absinthe du désert. En Afrique du Nord et au Moyen-Orient,
on l'appelle, en communément (Elchih) selon les régions. Au Maroc occidental elle
porte aussi le nom de EL GUAISSOUM). L’Artemisia herba-alba est bien connue
depuis I'Antiquité. Le nom anglais Worm Wood (attribué a toutes les armoises) fait

allusion a son pouvoir vermifuge bénéfique pour ’'homme et le bétail.

P e SRS : " <"

Figure25 : Photos de la plante d’Artemisia herba alba dans son milieu naturel au

début de la saison de fleuraison. (source: prise de la région de brizina- El bayadh)
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lll. 2.5.1. Données botaniques

lll. 2.5.1.1. Nomenclature et taxonomie :

Artemisia est le nom de genre des armoises, il provient de celui de la déesse

grecque de la chasse Artémis ; herba-alba signifie herbe blanche.

Phylum : Angiospermeae.
Sous Phylum : Dicotylédones
Ordre : Gampanulatae
Famille : Asteraceae.
Sous-famille : Asterioideae.
Tribu : Anthemideae.
Sous-tribu : Artemisiinae.
Genre : Artemisia.

Espéce : Artemisia herba-alba asso.

lll. 2.5.1.2. Description botanique :

Artemisia herba-alba asso est une plante herbacée a tiges ligneuses et ramifiées, de
30 a 50 cm, tres feuillées avec une souche épaisse. Les feuilles sont petites,
sessiles, pubescentes et a aspect argenté. Les fleurs sont groupées en grappes, a
capitules tres petites (3/1,5 mm) et ovoides. L’involucre est a bractées imbriquées,
les externes orbiculaires et pubescentes. Le réceptacle floral est nu avec 2 a 5 fleurs

jaunatres par capitule toutes hermaphrodites (Pottier, 1981).

lll. 2.5.1.3. Habitat :

Artemisia herba-alba asso est largement répandue depuis les iles Canaries et le sud-
Est de [I'Espagne jusqu’aux steppes d'Asie centrale (Iran, Turkménistan,
Ouzbékistan) et a travers I'Afrique du Nord, I'Arabie et le Proche-Orient. En Afrique
du Nord, cette espece couvre dimmenses territoires évalués a plus de dix millions
d’hectares, I'Artemisia herba-alba asso est absente des zones littorales nord.

Cependant, 'espéce se raréfie dans I'extréme sud (Nabli, 1989).
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lll. 2.5.1.4. Biologie :

L’Artemisia herba-alba asso est une plante ligneuse basse et toujours verte. Ses
caractéristiques morphologiques et physiologiques font d’elle une espéce bien
adaptée aux conditions climatiques arides. Le dimorphisme saisonnier de son
feuillage lui permet de réduire la surface transpirante et d’éviter ainsi les pertes d’eau
(Ourcival, 1992). Grace a son systéme racinaire trés dense a la surface, I’Artemisia
herba-alba est capable de valoriser toute humidité superficielle occasionnée par des
petites pluies. Cette espéce est également capable d’exploiter I'humidité du sol
jusqu’a 50 cm de profondeur (Floret et Pontannier, 1982) et peut profiter des
fractures de la croQte, pour atteindre les poches d’humidité, notamment dans les sols
a encroltement calcaire (Ourcival, 1992). Evenari et coll. (1980) ont rapporté que
chez les plantes agées d’Artemisia herba-alba asso, la tige principale se divise en
« branches » physiologiquement indépendantes les unes des autres et susceptibles
de mourir sans entrainer la mort de la plante. La floraison de cette espéce débute le
plus souvent en juin, mais les fleurs se développent essentiellement a la fin de I'été.
Lors des années pluvieuses et dans les sols qui lui conviennent, I'Artemisia herba-
alba asso présente une forte production de graines et un pouvoir de régénération
élevé (Nabli, 1989).

ll. 2.5.1.5. Ecologie :

L’Artemisia herba-alba existe dans des bioclimats allant du semi-aride jusqu’au
saharien (entre les isohyetes de 150 a 500 mm). Elle semble indifférente aux
altitudes et peut vivre dans des régions d’hiver chaud a frais. Par ailleurs, cette
espéce est abondante dans le centre sur des sols, a texture fine, assez bien
drainées (marnes, marno-calcaires en pente). Dans le sud, elle pousse sur des sols
bruns steppiques de texture moyenne et en extréme sud sur des sols sableux.
L’armoise résiste a la sécheresse, supporte le gypse et des niveaux de salinité
modérément élevés. Dans un biome steppique type, les groupements d’Artemisia
herba-alba sont marqués par deux strates : une strate de ligneux bas (environ 40 cm
du sol) et une autre constituée d’herbacées annuelles (hauteur moyenne de 20 cm)
(Nabli, 1989).
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lll. 2.5.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

lll. 2.5.2.1. Pharmacopée traditionnelle :

Depuis longtemps, I'Artemisia herba-alba asso a été reconnue par les populations
pastorales et nomades pour ses vertus purgatives. On l'utilise notamment comme

vermifuge chez les ovins (Nabli, 1989).

Friedman et coll. (1986) ont rapporté que l'infusion de I'armoise est assez employée
par les Bédouins du Néguev (Palestine) pour soulager les maux gastro-intestinaux
(Saleh et al., 1985)

En Irak également, I'armoise préparée avec le thé constitue I'une des formes
d’automédication contre le DNID (Al-Wailins, 1986).

En Tunisie, une enquéte menée dans le milieu urbain a montré que I'armoise est,
entre autres, essentiellement utilisée pour les maladies du tractus digestif et comme
un traitement antidiabétique. D’aprés les cas interrogés, elle donne un pourcentage

d’amélioration élevé (Bouraoui et Lafi, 2003).

lll. 2.5.2.2. Composition chimique :

Au Maghreb, I'Artemisia herba-alba constitue un fourrage particuliérement
intéressant. En effet, la plante présente un taux de cellulose beaucoup moins élevé
malgré que son aspect extérieur indique l'inverse (17 a 33 %). La matiére séche
apporte entre 6 et 11 % de matiére protéique brute dont 72 % sont constituées
d’acides aminés. Le taux de a-caroténe varie entre 1,3 et 7mg/kg selon les saisons
(Fenardji et al., 1974). La valeur énergétique de I'armoise herbe blanche, trés faible
en hiver (0,2 a 0,4 UF/kg MS), augmente rapidement au printemps (0,92 UF/kg MS)
pour diminuer de nouveau en été (0,6 UF/kg MS). En automne, les pluies de
septembre provoquent une nouvelle période de croissance et la valeur énergétique
augmente de nouveau (0,8 UF/kg MS) (Aidoud, 1989). Les plantes de la famille des
Astéracées, auquel appartient I'Artemisia herba-alba, ont fait I'objet de plusieurs
études phytochimiques par intérét économique surtout pour leurs huiles essentielles.
Les molécules identifiées sont les sesquiterpénes lactones, les coumarines et les

hydrocarbures acétyléniques (Da Silva, 2004).
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lll. 2.6. Aristida pungens

Figure 26 : Caractéristiques morphologiques d’Aristida pungens

lll. 2.6.1. Données botaniques

lll. 2.6.1.1. Nomenclature et taxonomie :

Cette graminée est largement utilisée dans la fixation biologique des dunes
continentales. Stipagrosti spungens « Drinn» Plante appréciée et broutée entiére.
FAO, 1977.

Régne : Plantae

Division : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida

Ordre : Cyperales

Famille : Poaceae
Sous-famille : Aristidoideae
Genre : Aristida

Espéce : A. pungens

lll. 2.6.1.2. Description

Les espéces de ce genre sont souvent pérennes, plus rarement annuelles. Les tiges
sont érigées, et présentent parfois, en plus des feuilles basales, des feuilles
caulinaires. Le limbe des feuilles peut étre plat ou enroulé, et les feuilles basales

peuvent étre en touffe. (Lu et al., 1753)
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Plante cespiteuse vivace, robuste (50 cm a 1 m), a long rhizome, reconnaissable aux
inflorescences composeées d’épillets, en panicules laches et aérées. Commune dans
'ensemble du Sahara, le drinn est parfaitement adapté aux habitats sableux,
représentés par les amas sableux profonds (dunes, ergs). La steppe a drinn

constitue un paturage essentiel pour les dromadaires.
lll. 2.6.1.3. Habitat

Les espéces de ce genre sont présentes sur tous les continents, en climat tempéré
chaud ou tropical sec. Elles poussent sur des sols secs et pauvres, dans des zones

arides, mais ne colonisent généralement pas les déserts.

lll. 2.6.2. Données phytochimiques et pharmacologiques

La composition chimique de S. pungens a montré qu’il contient une quantité assez
élevée d’extraits, de lignine (environ 12 %) et de polysaccharides (71 %). Les
quantités d’a-cellulose sont acceptables (44 %). Enfin, la teneur en cendres était
d’environ 4,65 %. (Faten et al., 2014)

Utilisation traditionnelle locale —En tisane, cette plante traite les constipations et

maux d’estomac. — En décoction, elle est utilisée contre lithiase. (ADOUANE, 2016)

Il est utile de traiter I'indigestion ; aussi utile comme astringent et stimulant. (Ould EI
hadj et al.,2003) ils trouvent qu’il peut étre utilisé contre la constipation, la douleur a

I'estomac, l'indigestion.
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IV. 1. Analyses mycologiques

IV. 1.1. Collecte des échantillons de blé :
Pour une bonne analyse, il faut un bon échantillonnage.

L’échantillonnage est effectué conformément a I'I'SO 13690, Journal officiel de
I’'Union européenne, et un guide pratique pour le contréle de la qualité des

céréales et protéagineux.

L’échantillonnage a été effectué comme suivant ;

Navire

Tonnes de grains
L Réalisation echantilon initial

lot

Quelques Kg de grains
. Consevation, homogénéisation, préparation

Echantlun envoyé
300q a 1kg

Homogénéisation, préparation

Echanl]nn analysé

i 209 a25¢g o
] osage

|
1
v

Figure 27: Plan d’échantillonnage selon la norme ISO 13690.

Figure 28: Echantillons de blé tendre.
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Figure 29 : Les prélevements élémentaires du blé tendre sur un navire de

transport.
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50 échantillons de blé tendre importé (tableau 7) ont été alors transportés aux

laboratoires des ressources veégétales et sécurité alimentaire des zones semi-

arides du Sud- Ouest algérien au niveau de l'université de BECHAR et au Grand
Moulin du DAHRA -MOSTAGANEM- et ils ont été stockés dans une chambre a

25 °C avant d’étre analysés.

Tableau 7 : Présentation des échantillons.

Nombre Origine Date de Date de Heure de
d’échantillons récolte prélévement prélévement
1 France 2008 27/12/2008 10H15
2 France 2008 28/12/2008 10H30
3 France 2008 21/02/2009 9H45
4 France 2008 22/03/2009 8H55
5 France 2008 23/03/2009 13H05
6 France 2008 18/04/2009 11H35
7 France 2009 06/06/2009 10H00
8 France 2008 18/06/2009 8H30
9 France 2008 28/07/2009 12H40
10 France 2009 22/08/2009 8H40
11 France 2009 06/10/2009 12H30
12 France 2008 08/10/2009 8H45
13 France 2009 04/11/2009 10H30
14 France 2008 15/11/2009 9H00
15 France 2009 16/02/2010 11H10
16 France 2009 18/02/2010 11H25
17 France 2009 03/03/2010 9H35
18 France 2009 11/03/2010 13H20
19 France 2009 23/03/2010 11H00
20 France 2009 25/04/2010 8H30
21 France 2008 27/09/2010 12H35
22 France 2009 19/10/2010 16H00
23 France 2010 13/03/2011 08H45
24 France 2010 13/03/2011 09HO00
25 France 2010 22/03/2011 10H30
26 France 2010 31/03/2011 8H55
27 France 2010 22/05/2011 8H40
28 France 2010 06/06/2011 13H05
29 France 2010 21/06/2011 10H30
30 France 2010 13/07/2011 11H25
31 France 2010 07/08/2011 8H40
32 France 2010 17/09/2011 12H40
33 France 2011 05/10/2011 16H00
34 France 2011 07/02/2012 10H30
35 France 2011 15/02/2012 10H30
36 France 2011 24/02/2012 13H05
37 France 2011 25/02/2012 11H25
38 France 2011 06/04/2012 8H40
39 France 2012 17/06/2012 12H40
40 France 2012 15/09/2012 9H00
41 France 2011 21/09/2012 14H00
42 France 2011 15/02/2013 16H00
43 France 2012 25/02/2013 8H55
44 France 2012 26/03/2013 13H05
45 France 2012 28/06/2013 11H35
46 France 2012 26/07/2013 9H00
47 France 2012 17/08/2013 14H00
48 France 2012 26/10/2013 10H30
49 France 2012 11/10/2013 13H05
50 France 2012 14/11/2013 16H00

Chaque échantillon est divisé en trois sous échantillons ; sachant que pour chaque
sous-échantillon nous avons réalisé trois essais (03 répétitions).
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IV. 1.2. Analyse physico-chimique :
IV. 1.2.1. Taux d’humidité :

Les mesures de I'humidité des échantillons ont été effectuées par un appareil

« infra tec » au niveau du laboratoire des grands moulins -DAHRA -Mostaganem.

Figure 30: Infratec -appareil utilisé pour la mesure d’humidité

IV.1.2.2. Mesure du pH :
On mélange 5 g d’échantillon broyé a 45 ml d’eau distillée stérile. Aprés une
agitation et un repos de une heure, la mesure du pH est réalisée a 'aide d’un pH-

metre.

Figure 31: pH métre.
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IV. 1.2.3. Grains cassés :

D’apres le schéma suivant, on a mesuré seulement le pourcentage de mg

Echantillon pour laboratoire ) )
Mélange et reduction éventuelle

Odeur et présence d'insectes vivants.
Echantillon pour essai

my 1000g
i My ergot
Frin damset Premier division
my 250 g

Premier tamissage (3.55mm et 1,00mm)

‘ <1, 00mm ‘ ‘ »3,55mm | g —.,|1.Uﬂmm<Fracti;n< 3.E-E-mm|
!

J Partie oliquote m;'60g
mz Autres céréales.

M3 Matiére étrangéres organigues. . .
: L g\ s ] Mg Grains casses.

¢+ Matiere étrangeres non organigques.

ms Graines nuisibles etfou toxiques et grains cariés.

=

mr Autres céréales.
mg Matiéres étrangéres organigques.
M3 Matiéres étrangéres non organiques.

Blé tendre (Silyena)
M1y Grains avariés.

M1t Grains attagué par les déprédateurs.
miz Grains nuisibles et / ou toxiques et grains cariés.

l

Deuxieme tamisage (1,70mm

mi3 Grains échaudés.

Figure 32: Schéma du mode opératoire d’agréage selon la norme internationale
ISO 7970 : 2000.

IV. 1.3. Analyse mycologique :

Cette partie décrit les techniques et les milieux appropriés pour I'isolement et
I'identification des myceétes.

IV. 1.3.1. Isolement et dénombrement :

La quantification de la croissance des myceétes filamenteux est plus difficile que
celle des bactéries ou des levures. L’évaluation de la croissance ou de la
biomasse fongique n’est pas facile, parce qu'une norme n’existe, contrairement

aux levures et bactéries. (Moreau, 1996)
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Toutes ces analyses ont été réalisées en triplicata pour chaque échantillon.

IV. 1.3.1.1. Méthode directe :

C’est la méthode préférée pour détecter, évaluer et isoler des mycetes des
nourritures telles que des noix et des grains. Dans cette méthode, les nourritures
sont placées directement sur une enceinte humide. Elle permet éventuellement de
localiser les éléments actifs de la microflore qui donne des colonies visibles sur
des grains et détermine, dans un lot de grains donné, le pourcentage de grains

contaminés par tel ou tel genre et espéce de moisissures. (Cahagnier, 1988)

L’isolement fongique a partir des échantillons de blé tendre a été effectué selon la
méthode proposée par Mills et al., (1978) avec quelques modifications. Ainsi, 100
grains de blé sélectionnés au hasard de chaque échantillon ont été mis dans 10
boites de Pétri stériles contenant du papier filtre stérile, imbibé avec 5 ml d’une
solution aqueuse de chlorure de sodium a 7.5 % stérile (Mills et al., 1978). Les
boites ainsi préparées sont incubées a 25 +2 °C a I'obscurité pendant 5 a 7 jours.

Toutes ces analyses ont été réalisées en triplicata pour chaque échantillon.

Mais au-dela d’'une certaine densité de population, ces méthodes manquent de
sensibilité : a la lecture des résultats, on différencie un grain contaminé d’un grain
non contaminé, mais pas un grain peu contaminé d’'un grain trés contaminé
(Multon, 1992).

Figure 33: Méthode directe d'Ulster

73



CHAPITRE IV

Matériels et méthodes

IV. 1.3.1.2. Méthode de dilution :

L’isolement des moisissures a partir des échantillons de blé a été reéalisé selon la
méthode de suspension-dilution largement utilisée dans la littérature
(Weidenborner et al., 2000; Lana et al., 2003). La mise en suspension des
micro-organismes peut étre effectuée par I'agitation d’un poids connu d’échantillon
broyé aseptiquement dans le diluant additionné de Tween 80 (Lam et al., 2018)
c’est-a-dire on mélange 5 g de grains broyés et quelques goutes de Tween 80
dans 45 ml d’eau physiologique stériles puis la suspension est énergétiquement

agitée.

Une fois la phase de préparation des suspensions est terminée. Par la suite,
100 yl de chaque dilution sont déposés puis étalés sur un milieu PDA
(Weidenborner et al., 2000; Lana et al., 2003). Aprés incubation a 25 °C
pendant 7 a 10 jours a I'obscurité, les colonies de moisissures sont dénombrées et

identifiées.

Elle consiste a transférer aseptiquement les différentes souches de moisissures
obtenues lors de l'isolement sur un milieu de culture (PDAac) pour l'isoler ou le

maintenir en culture pure.

IV. 1.3.2. Purification et identification des souches:

IV. 1.3.2.1. Identification du genre :

Elle repose essentiellement sur I'observation des caracteres morphologiques
révélés par un examen microscopique soigneux aux divers stades de
développement; technique microculture, complétée par une description des

caracteéres culturaux.

IV. 1.3.2.1.1. Microculture (culture sur lame) :

Cette technique décrite par Harris, 1989 ; on place des petits carrés de PDAac sur
des lames stériles, les spores sont ensemencées sur les limites périphériques des
carrés avant les recouvrir par des lamelles. L’ensemble est incubé dans une

chambre stérile et humide sous 25- 27 °C pendant 3 a 5 jours.
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Apres l'incubation, les lamelles auxquelles s’adhére le mycélium sont, transférées
sur d’autres lames stériles contenant quelques goutes de Lactophénol d’AMANN
pour I'observation microscopique qui est réalisée successivement aux différents

grossissements du microscope jusqu’a lI'immersion.

Figure 34: Méthode culture sur lame

Les genres de moisissures sont ainsi identifiés en référant a (Botton et al, 1990) .

IV. 1.3.2.1.2. Conservation des souches :

La méthode de conservation et de stockage des souches, qui se fait sur des Agar
de pente, est satisfaisante; dans notre travail nous avons repiqué les
champignons dans des tubes contenant un milieu PDAac incliné. Aprés
I'incubation de 5 a 7 jours sous 25 °C, les tubes sont stockés dans un réfrigérateur
a4-7°C.

IV. 1.3.2.2. Identification des souches d’Aspergillus et Penicillium :
L’identification des espéces d’Aspergillus et Penicillium est réalisée par la

méthode de Pitt (1973) et Ramirez (1982).

IV. 1.3.2.2.1. Milieux d’inoculation et régime d’ensemencement :
Les quatre milieux utilisés sont CYA, MEA, G25N et CDA.
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Cette méthode dite « Single spore » basée sur la relation entre I'activité de I'eau
du milieu de culture et la température d’incubation. Elle consiste a l'inoculation de
quelques spores d’'une culture jeune dans des tubes a hémolyse contenant une

suspension semi-solide a base de 0,2 % d’Agar et quelques gouttes de tween 80.

IV. 1.3.2.2.2. Identification des espéces d’Aspergillus :

Elle se fait sur trois milieux qui sont MEA, G25N et CYA selon le schéma suivant :

0101 9S

MEA a 25°C CYA a 5°C G25N a 25°C CYA @ 37°C

Figure 35: Type d’inoculation des différents isolats d’Asperqgillus.

IV. 1.3.2.2.3. Identification des espéces de Penicillium :

Elle se fait sur quatre milieux qui sont MEA, G25N, CYA et CDA selon le schéma

suivant :
MEA a 25°C CDA a 25°C G25N a 25°C CYA a 25°C

Figure 36: Type d’inoculation des différents isolats de Penicillium.
La lecture se fait aprés 7 et 14 jours en se référant aux clefs d’identification de Pitt
(1973) et Ramirez (1982).

IV. 3.2.3. Examen des cultures :

Pour toutes les cultures obtenues aprés 7 jours, I'identification est fondée sur la

technique de Pitt selon les caractéristiques suivantes (Pitt et Hoking, 1997).
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IV. 1.3.2.3. Diameétre de colonie:

On mesure les diameétres des colonies macroscopiques en millimétres sur le fond
de la boite. La croissance ou la germination microscopique a 5 °C est évaluée par
'analyse en microscopie a faible grossissement (60-100x), en mettant la boite de
pétri de 5 °C sur-le-champ optique du microscope et en examinant la lumiére

transmise (Nguyen, 2007).

IV. 1.3.2.3.2. Caractéres de colonie:
L’aspect de la colonie est examiné a I'ceil nu ou sous une loupe. Pour déterminer
la couleur du mycélium et celle du reverse, dans quelques cas on les examine a la

lumiére du jour (Nguyen, 2007).

IV. 2. Analyse mycotoxicologique :

IV. 21. Teste de mycotoxicogénése des especes d’A. Flavus et A.
parasiticus :

IV. 2.1.1. Ensemencement dans le milieu YES:

Les 9 souches d’Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus sont ensemencées
dans des flacons contenant 50 ml de milieu YES, ce milieu est riche en vitamine B
complexe, il favorise la métabolisation secondaire. L’incubation se fait a 30 £2 °C

pendant 14 jours.

IV. 2.1.2. Extraction des aflatoxines :
Apres l'incubation (14 jours), on se débarrasse de la biomasse formée en filtrant le

milieu YES a travers du papier filtre.

Les filtrats obtenus sont additionnés a 180 ml de chloroforme ; aprés une agitation

vigoureuse, on laisse le mélange décanté en utilisant une ampoule a décantation.

Les 3 phases chloroformiques ainsi obtenues sont mélangées et filtrées, puis

concentrées dans un rota vapeur jusqu’a 'obtention de 2 a 3 ml (Nguyen, 2007)
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Figure 37: Extraction des mycotoxines.

IV. 2.1.3. Séparation chromatographique:
La chromatographie sur couche mince permet une séparation efficace des
produits, leur identification et leur quantification avec une bonne précision.

(Frayssinet et Cahagnier, 1982)

On dépose deux spots de 20 pl et 40 ul sur une plaque de sélicagel de chaque
extrait a analyser et 5 pl de solution standard de mycotoxines (AFs et OTA...). La
plaque CCM est ensuite placée dans une cuve qui contient un solvant de Toluéne,

Acétate d’éthyle et Acide formique de (5v/4v/v) respectivement.

Apreés la migration et I'évaporation du produit d’élution a sec, la plaque est

examinée sous une lampe d’'UV a 365 nm.
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50 ml du filtrat du milieu YES est
additionnée a 100 ml de chloroforme.

Agitation pendant 10 min.
+

Séparation par ampoule a
décompter.

Phase aqueuse 1 est additionnée 3 la 1 phase
50 ml de chloroforme. chloroformique

Agitation pendant 10 min.
+

Séparation par ampoule a
décompter.

la 2 éme phflse Phase aqueuse 2 est additionnée a
chloroformique 30 ml de chloroforme.

Agitation pendant 10 min.
+

Séparation par ampoule a
décompter.

Récupération la 357 p hffse
chloroformique

Figure 38: Schéma explicatif des extractions chloroformiques.

IV. 3. Evaluation effet antifongique:

IV. 3.1. Collecte des échantillons des plantes :

Les échantillons des cinq plantes (Anvillea radiata, Aristida pungens, Artemisia
herba alba, Asphodelus tenuifolius, Capparis spinosa et Salsola vermiculata) ; ont
été récoltées sur les sites différents de sud ouest d’Algérie (tableau8). lls ont été
identifiés a Laboratoire de ressources végétales et sécurité alimentaire des zones
semi-arides du Sud- Ouest de I'Algérie, de I'Université de Bechar. Ces plantes ont
eté nettoyées a I'eau courante, séchée dans une salle bien aérée puis pulvérisée

avec un broyeur électrique pour donner de fines poudres.
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Figure39 : Sites de récolte les échantillons de plantes.

Tableau 8: L’échantillonnage et sites de récolte des plantes obtenus a I'aide de
GPS modele GARMIN e-trex

Période . L
Sites | plantes stations de Parties Cordonné Subdivision
étudiées | géologique phytogéographique
récolte
1 Anvillea Boussemgnon | Mars 32°50' 43.6"N,
radiata W. El bayadh | 2014 0°00' 21.0"E
) Artemisia Brizina w. El Auvril 33°00" 15.8"N,
herba alba. bayadh 2014 1°14' 49.3"E
Cappari Kanadsa w. Mars Partie
3 spinosa bechar 2013 aérienne | 31°35'19.4"N, SAHARA NORD-
Salsola Kanadsa Avril 2°26'565.8"W OCCIDENTAL
vermiculata. w.bechar 2013
4 Asphodelus Tafagoumt Auvril 29°04' 58.7"N,
tenuifolius. w.tindouf 2012 7°04' 35.8"W
Aristida Benoud w. El Mars 32°17' 52.4"N,
> pungens bayadh 2014 0°19' 38.1"W
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IV. 3.2. Criblage phytochimiques

Les plantes collectées ont subi a une série d’étude phytochimique qui consiste a

identifier les différents composés chimiques présents dans ces plantes.

Les groupes phytochimiques sont nombreux, mais on peut focaliser sur les
principaux composants a savoir: les alcaloides, polyphénols (flavonoides,
anthocyanes, tannins), saponosides, stéroides, coumarines, stérols et les

terpénes.

Trois solvants de polarités différentes (eau, éthanol, éther diéthylique) ont été
utilisés, au cours de ces tests qui sont basés sur des essais de solubilité,
réactions de coloration et de précipitation ainsi que des examens en lumiéere

ultraviolette.

Figure 40: Etapes de criblage phytochimique

IV. 3.2.1. Epuisement du matériel végétal avec de I'’eau a chaud (Extrait
aqueux)
Une quantité de 50 g de matériel végétal sont mis en contact avec 300 ml d’eau

distillée dans un ballon monocol surmonté d’un réfrigérant. L’ensemble est porté a
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reflux pendant 15 minutes. Le mélange est filtré dont I'extrait aqueux obtenu est

soumis aux différents tests ci-dessous. (Kassi et al. , 2008).

IV. 3.2.1.1. Alcaloides sels

Un volume de 15 ml d’extrait aqueux est traité avec du NH,OH concentré jusqu’a
que le pH soit varie de 8 et 9. Extraire le mélange par 3x 10ml d’éther
chloroformique. Cette derniére solution est traitée (deux fois) avec 3 ml d’'HCL
(10 %).

La solution aqueuse acide est devisée dans trois tubes, un servant de témoin. Les
deux autres servent au test en ajoutant 2 a 3 gouttes de réactif de Mayer et
Wagner. Le test est révélé positif lorsque des précipités blanc jaunatre et brun
sont formés respectivement.

IV. 3.2.1.2. Composés réducteurs

A un volume de 1 ml de la solution aqueuse, 5 a 8 gouttes de liqueur de Fehling
sont ajoutées, ensuite la solution est chauffée. L’apparition d’un précipité rouge

brique indique la présence des composeés réducteurs.

IV. 3.2.1.3. Les tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I'extrait
aqueux, 1 ml d'eau distillée et 1 a 2 gouttes de solution de FeClz (10 %).
L’apparition d’'une coloration verte foncée ou bleu vert indique la présence des

tanins (Trease et Evans, 1987).

IV. 3.2.1.4. Saponosides

Dans une fiole jaugée a 250 ml, on met 2 g de poudre (plante a analyser) et
100 ml d’eau. Le mélange est porté a I'ébullition modérée pendant 30 min. On
filtre le mélange puis ajuster le volume de filtrat avec I'eau distillée a 100 ml. A
partir de cette solution mére qu’on prépare 10 tubes avec 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9 et
10 ml. Le volume final étant réajusté a 10 ml avec de 'eau distillée. Chacun des
tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15 secs. Aprés un
repos de 15 min en position verticale, on fait mesurer la hauteur de la mousse
persistante en centimétre. La formation d’'une mousse persistante aprés 15 min

confirme la présence des saponosides (Bruneton, 1999).
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IV. 3.2.1.5. Amidon
Traiter un volume de I'extrait aqueux avec le réactif d’amidon. L’apparition d’'une

coloration bleue violacée indique la présence d’amidon (Guignard, 1979).

IV. 3.2.2. Epuisement du matériel végétal avec I’éther diéthylique (Extrait
éthérique)

Dans un erlenmeyer a été introduit 20 g du matériel végétal additionné de 60 ml
d’éther diéthylique. L’ensemble est homogénéisé par agitation manuelle pendant

30 min. Apreés filtration du mélange, le filtrat obtenu est nommeé filtrat éthéré 1.

Le marc résiduel est extrait encore avec 60 ml d’éther diéthylique, et aprés 30 min
d’agitation, le mélange est filtré, et conduit au filtrat éthéré 2. La méme opération a

permis d‘obtenir le filtrat éthéré 3.

Ces trois filtrats ont été regroupés et concentrés sous vide a 50 ml. L'extrait
obtenu est appelé extrait éthérique. Aprés épuisement a I'éther diéthylique, le

marc résiduel est séché et servant a la préparation de I'extrait méthanolique.

IV. 3.2.2.1. Les alcaloides bases

Evaporer a sec 10 ml de I'extrait éthérique. Le résidu obtenu est acidifié avec
1,5 ml d’HCI (2 %). A la solution aqueuse acide, ajouter 1 a 2 gouttes de réactif de
Mayer.

La formation d’'un précipité blanc jaunatre indique la présence des alcaloides

bases.

IV. 3.2.2.2. Emodols
Evaporer a sec 3 ml de I'extrait éthérique. Un volume de 1 ml de NH,OH est
ajouté au résidu. L’apparition d’une teinte vive variant de I'orangé rouge au violet

pourpre, indique la présence des emodols.

IV. 3.2.2.3. Coumarines
Evaporer a sec 3 ml de I'extrait éthérique, le résidu est traité avec 1 ml d’eau
chaude. Diviser le volume sur deux tubes a essai. Un est traité avec 0,5 ml de

NH4OH (10 %), et 'autre sert comme un témoin.
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La présence des coumarines est indiquée par une fluorescence intense sous la
lampe UV (Bruneton, 1999).

IV. 3.2.2.4. Les stérols ou tri terpénes

Evaporer a sec 5 ml I'extrait éthérique, le résidu est dissout dans 1 ml d‘anhydride
acétique, et puis, 1 ml de chloroforme. Le mélange est partagé dans deux tubes a
essai. L’'un servant de témoin, et dans le fond du second et a I'aide d’une pipette,

1 a 2 ml d’acide sulfurique concentré est rajouté.

A la zone de contact des deux liquides, il y a formation d’'un anneau rouge
brunatre ou violet, la couche surnageant devenant vert ou violette révéle la

présence de stérols ou triterpéne.

IV. 3.2.2.5. Les terpénoides
Un volume de 5 ml I'extrait éthérique est mélangé avec 2 ml de chloroforme et

3 ml d’acide sulfurique concentré.

L’apparition d’une coloration rouge-marronne a la couche d’interface indique la

présence des triterpénes hétérosidique.

IV. 3.2.2.6. Les quinones libres
A 10 ml de I'extrait éthérique sont rajoutées quelques gouttes de NaOH 0,1 N. La
présence des quinones libre est confirmée si la phase aqueuse vire au jaune,

rouge ou violet.

IV. 3.2.2.7. Les acides gras

Evaporer 14 ml de la solution éthérique. Le résidu obtenu est dissout dans 3 ml
d’éthanol. La solution éthanolique obtenue est ensuite concentrée a sec. Le résidu
est saponifié a reflux en ajoutant 10 ml de potasse (KOH) 2 N.

Extraire le mélange avec de I'éther diéthylique. Aprés évaporation a sec.

L’obtention d’un résidu gras indique la présence des acides gras.
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IV. 3.2.3. Epuisement du matériel végétal avec de méthanol (Extrait
méthanolique)

Le marc séché issue de 'extraction avec éther diéthylique, est épuisée avec 60 mi
de méthanol. Aprés 30 min d’agitation a température ambiante, le mélange est
filtré et conduit au filtrat méthanolique 1. La méme opération a été reprise, et

donne le filtrat méthanolique 2.

Les 2 filtrats méthanolique réunis ont été filtrés et concentrés sous vide a 50 ml.

L’extrait récupéré est nommé extrait méthanolique.

IV. 3.2.3.1. Les alcaloides sels

Evaporer & sec 20 ml de I'extrait méthanolique. Un volume de 5 ml d’HCI (10 %)
est ajouté au résidu, et chauffé dans un bain marie. Filtrer le mélange et
I'alcaliniser avec quelques gouttes d’'une solution de NH4OH (10 %) jusqu’a un pH
est égale a 9.

Extraire la solution avec I'éther diéthylique, ensuite concentrer a sec. Dissoudre le
résidu dans 2 ml de HCI (2 %). Ce volume est réparti dans trois tubes a essai,
comme un témoin. Caractériser les alcaloides avec les réactifs de Mayer et
Wagner.

Dans le cas de réactif de Mayer, on obtient un aspect turbide + précipité blanc-
jaunatre, et pour celui de Wagner, encore un aspect turbide + précipité brun
(Memelink et al., 2001).

IV. 3.2.3.2. Les tanins

La présence des tanins est mise en évidence en ajoutant a 1 ml de I'extrait
éthanolique 2 ml d’eau distillée et 2 a 3 gouttes de solution de FeCl; (2 %). Un test
positif est révélé par I'apparition d’une coloration bleu-noir (tanins galliques), vert

ou bleu-vert (tanins catéchiques).

IV. 3.2.3.3. Les composés réducteurs

La recherche des composés réducteurs consiste a traiter 1 ml de [I'extrait
éthanolique avec 2 ml d'eau distillée et 20 gouttes de la liqueur de Fehling.
Ensuite la solution est chauffée. Un test positif est révélé par la formation d’'un

précipité rouge brique (Trease et Evans, 1987).
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IV. 3.2.3.4. Les flavonoides
La mise en évidence des flavonoides consiste a traiter 5 ml de I'extrait éthanolique

avec 1 ml d’'HCI concentré et 0,5 g de tournure de magnésium.

La présence des flavonoides est considérée comme positive si une couleur rose

ou rouge se développe aprés 3 minutes (Bruneton, 1993).

IV. 3.2.3.5. Les coumarines et anthocyanosides

Ce test est réalisé sur I'extrait méthanolique. En premier lieu, prendre 25 ml de
I'extrait méthanolique, ajouter 15 ml d’HCI (10 %), 'ensemble est porter a reflux
pendant 30 min, refroidir la solution et I'extraire 3 fois avec 15 ml d’éther

diéthylique afin d’obtenir deux phases, aqueuse et éthérique.
Ensuite, chacune de ces familles est détectée séparément :

IV. 3.2.3.6. Les coumarines

Evaporer a sec 5 ml de I'extrait éthérique. Le résidu est traité avec 1 a 2 ml d’eau
chaude. Diviser le volume en deux tubes a essai. Un est traité avec 0,5 ml de
NH4OH (10 %), et 'autre sert comme un témoin.

La présence des coumarines est révélée par une fluorescence intense sous la
lampe UV (Bruneton, 1999).

IV. 3.2.3.7. Les anthocyanosides
Ce test consiste a doser la solution aqueuse obtenue auparavant, avec une
solution NaOH 1N (Titrage). Les anthocyanosides ont des colorations variant en

fonction du pH.

L’apparition d’'une couleur rouge a pH<3, et bleue entre 4 et 6, caractérise les

anthocyanosides.

IV. 3.2.3.8. Les stérols et Stéroides

Evaporer & sec 10 ml d’extrait méthanolique. Traiter le résidu obtenu avec 0,5 ml
de chloroforme et 0,5 ml d’anhydride acétique. Le mélange est partagé dans deux
tubes a essai, I'un sert de témoin, et dans le fond du second et a l'aide d’'une

pipette, 1 a 2 ml d’acide sulfurique concentré est rajouté.
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A la zone de contact des deux liquides, il y a formation d’'un anneau rouge
brunatre ou violet, la couche surnageant devenant verte, cela indique la présence

des hétérosides stéroliques ou bien violets pour les hétérosides tri-terpéniques.

IV. 4. Préparation des extraits:
L’extraction sous reflux a été renouvelée trois fois toutes les 2 heures. les extraits
ont été filtrés par suite et évaporés a sec sous pression réduite. Le rendement

d’extraction a été calculé par rapport au poids total de la poudre végétale.

On a choisi les solvants selon le gradient de polarité : « éther de pétrole,

chloroforme, acétate d’éthyle et méthanol »

Materiel vegetal

Extraction par
soxhlet

N

Evaporation par
rotavapeur

Extrait sec

Figure 41: Etapes d’extractions.
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Figure 42: Etapes d’extractions ; (1) plante (2) plante dans les cartouches

d’extraction, (3) soxhlet multipostes (4) concentration par rotavapeur (5) extrait

concentré (6) solvants d’extraction.

IV. 5. Matériel mycologique :

IV. 5.1. Les souches utilisées :
nous avons utilisées 08 souches fongiques qu'ont été isolées, purifiées et
identifiées, pour tester I'activité biologique des extraits.

IV. 5.2. Evaluation effet antifongique:

Les tests antimicrobiens sont réalisés selon la méthode rapportée par Remmal et
al., (1993), Farah et al., (2001) Satrani et al., (2007). L’ extrait est émulsionné par
une solution d’Agar a 0,2 % afin de disperser les composés et d’améliorer leur
contact avec les germes testés. Des dilutions sont préparées au 1/10, 1/25, 1/50,
1/100, 1/500 dans cette solution d’Agar. Dans des tubes a essai contenant chacun
13,5 ml de milieu PDAac, on ajoute 1,5 ml de chacune des dilutions de fagon a
obtenir les concentrations finales de 1/100, 1/250, 1/500, 1/1000, 1/5000 . Puis on

agite les tubes avant de les verser dans des boites de Pétri. Des témoins
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contenant le milieu de culture et la solution d’Agar a 0,2 % seule sont également
préparés. L'ensemencement se fait par touche a I'aide d’'une anse de platine. La
lecture s’effectue aprés 4 a 7 jours pour les champignons. Chaque essai est

répété trois fois (Bourkhiss et al., 2007 ) .

Figure 43: Mesure les diamétres des colonies de moisissures.

on calcule pourcentage d’inhibition qui est déterminé par la formule :
Pourcentage d’inhibition= (1 -Da/Db)*100 (Wang et al., 2005)

Da : le diameétre de la zone de croissance de I'essai.

Db : le diamétre de la zone de croissance du témoin.

IV. 6. Essais de Conservation des blé tendre par enrobage avec de I'extrait
aqueux des plantes étudiées:

Le test est réalisé comme suivant; on humidifie le blé par I'extrait aqueux des
plantes utilisées pour enrober les grains par des substances de la plante. Le blé
est ensuite séché et stocké dans les flacons; chaque flacon contient 1 kg de blé

tendre. L’efficacité de ces méthodes est évaluée par les analyses aprés le
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séchage et les autres aprés une année de stockage suivante avec une période

d’'une année du mars 2015 jusqu’au mars 2016.

Figure 44: Echantillons enrobés par les extraits de plantes pendant le stockage.

IV. 6.1. Analyses mycologiques
les facteurs mycologiques ont été mesurés selon les protocoles précédemment

décrits ; mais avec des certaines modifications ;

IV. 6.1.1. Méthode directe (méthode d’Ulster) :

100 grains de blé sélectionnés au hasard de chaque échantillon ont été mises
dans 10 boites de Pétri stériles contenant du papier filtre stérile, imbibé avec 5 ml
d’'une solution aqueuse de chlorure de sodium a 7.5 % stérile (Mills et al., 1978).
Les boites ainsi préparées sont incubées a 25 +2 °C a l'obscurité pendant 5 a 7

jours. Toutes ces analyses ont été réalisées en triplicata pour chaque échantillon.
IV. 6.1.2. Méthode de dilution :

on mélange 5 g de grains broyés et quelques goutes de Tween 80 dans 45 ml

d’eau physiologique stérile puis la suspension est énergétiquement agitée.
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Une fois la phase de préparation des suspensions est terminée. Par la suite,
100 yl de chaque dilution sont déposés puis étalés sur un milieu PDA
(Weidenborner et al., 2000; Lana et al., 2003). Apres incubation a 25 °C
pendant 7 a 10 jours a I'obscurité, les colonies de moisissures sont dénombrées et

identifiées.

Elle consiste a transférer aseptiquement les différentes souches de moisissures
obtenues lors de I'isolement sur un milieu de culture (PDAac) pour l'isoler ou le

maintenir en culture pure.
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Notre travail consiste de prélevé 50 échantillons de blé tendre importé dans la
période de 27/12/2008 au 14/11/2013 ont été analysés : tout d’abord on a décrit
I'état physicochimique de blé et la fréquence de contamination fongique ; puis la
population fongique, et en fin c’était I'évaluation de l'effet antifongique de six

plantes sahariennes.

V.1. Etat physico- chimique des échantillons :

V.1.1. Humidité relative (HR) :

L’histogramme d’HR révele que tous nos échantillons sont peu hydratés, les
moyennes de I'HR s’échelonnent généralement entre 13.61 %, et 14.9 % et la

valeur moyenne globale égale 13.95 (figure 45).

V.1.2. pH:

Les résultats du pH des différents échantillons analysés illustrés dans la figure 35
indiquent que I'ensemble des échantillons sont Iégérement acides avec de valeur
de l'ordre 5.705

V.1.3. Taux des grains cassés (GC) :

La moyenne des taux de GC des échantillons est 2.604 % ; en remarquant que les
échantillons des 2011 ont un taux de grains cassés le plus élevé 3.115
(Figure 45)

HpH EHR(%) =GC(%)
14,916 15,2731
13,615 13,664 13,836 13,95
5,60 5,94 5,92 5,60 5,44 5,70
,115
,498 ’121 ,647 ,639 ’604
2008 2009 2010 2011 2012 Global

Figure 45 : L’histogramme de pH, HR% et GC%

93



CHAPITRE V

Résultats

V.1.4. Corrélation entre les parameétres physicochimiques et la fréquence de

contamination :

L’analyse factorielle par le StatBox version 6.40 révélent que la Gl varie en
fonction des paramétres physicochimiques (tableau 9); elle s’augmente
proportionnellement a la valeur de I’'HR, ainsi qu’au taux de GC en revanche, elle
se diminue avec du pH. De méme que les GI, 'HR se diminue avec
'augmentation de la valeur de pH et s’augmente proportionnellement au taux du
GC. Quant a ces deux derniers (Gl et GC) ils sont inversement proportionnels.

Tableau 9 : Corrélation entre les facteurs

Gl HR pH GC
el 1 0,74 -0,73 0,76
HR 0,74 1 -0,91 0,86
pH -0,73 -0,91 1 -0,85
GC 0,76 0,86 -0,85 1

En gras, valeurs significatives (hors diagonale) au seuil alpha=0,05 (test bilatéral)

V.2. Etat mycologique et biologique des échantillons :

V.2.1. Fréquence de contamination (TC) :

V.2.1.1. Par la méthode d’Ulster (Gl) :

La proportion de grains contaminés par des moisissures dans les échantillons de
la récolte 2011 (46.008 %) est plus élevée et les échantillons de récolte 2008 ont
une proportion de grains contaminés de 38.937 %;et la moyenne globale de tous
nos échantillons est de 42.368 %.

H Gl (%)

46,008
’ 43,828
42,119 ’ 42,368
38,937 40,951

LLLET

2008 2009 2010 2011 2012 Global

Figure 46 : Description de la population fongique par la méthode d’Ulster.
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Figure 47 : (1)Planche de quelques boites pétries utilisée pour la méthode

d’Ulster (fleches montrent les grains contaminés par des moisissures) et (2)

Planche des quelques grains contaminés par des moisissures.
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Plusieurs genres et espéces sont trouvés aprés lidentification des souches
isolées, comme l'apparition d’Aspergillus sp varie entre 38.71 % et 51.23 % avec
une moyenne de 46.10 %, I'apparition de Penicillium sp varie entre 14.09 % et
26.76 % avec une moyenne de 22.20 %, et la moyenne d’apparition Monilia sp et

Mucorales sont 7.77 % et 27.44 respectivement. (Figure 47)

Dans nos échantillons de blé, la fréquence d’apparition des aspergillus est plus
élevée ; cette fréquence est distribuée sur huit especes ; A. flavus et A. parasiticus
sont le plus dominants avec des proportions de 17.34 % et 13.57 % des grains
contaminés. Le genre Penicillium (représenté par 4 espéces) contamine 22.20 %
des grains. %). Les moisissures (P.restrictum, A.versicolor, A.terreus,

A.ochraceus, A.clavatus) sont relativement moins fréquentes.
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2008 2009

2010 2011

1% 5%

3%

N Mucorales ™ Aparositicus B A fumigotus W A dovotus W A versicolor M P.expansum W P.restrictum
W A flovus W Aniger M Aochroceus W Aterreus M P .verucosum W Pindicum W Monilio spp

Figure 48 : Pourcentage des grains contaminés par diverses moisissures par la

méthode d’Ulster.
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V.2.1.2. Estimation de population fongique des échantillons par méthode de
dilution (FC) :

On a utilisé deux milieux différents pour evaluer le taux de fréquence de
contamination, mais dans les deux milieux, mais avec des valeurs peu différentes ;
les échantillons sont révélés contaminé par 7 genres de moisissures différentes,
dont I'Aspergillus (représenté par 9 especes) est le plus dominant avec une
fréquence d’apparition plus de 75 % pour DRBC et 49 % pour PDA genre
Penicillium (représenté par 4 espéces) contamine 34.09 dans DRBC et 33,65 %
dans PDA. Les genres des mucorales, Monilia, Eurotium, Alternaria et Fusarium
contaminent des échantillons avec des proportions respectivement comme
suivant : 5,53, 1,64, 6,38, 2,57 et 0,78 % dans PDA et 2.54, 0.98, 1.65, 1.17 et
0.85 % dans DRBC. La figure 50 montre la fréquence de contamination de

chaque genre ou espéce dans les échantillons analyseés.

FC

70
60
50
40
30 BFC
20
10

0

2008 2009 2010 2011 2012

Figure 49 : Histogramme de fréquence de contamination
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Figure 50 : Fréquence d’apparition des genres/espéces dans les échantillons par
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Figure 51 : Planches des quelques boites de Pétri (milieu PDA) utilisée pour la

méthode de dilution.

Py~ P~ . §
590 %
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Figure 52 : Champignons isolés des échantillons de blé analysés observés au
microscope optique au grossissement 40 et leurs caractéres culturaux sur milieu PDA ;
(A) :Eurotium sp, (B) :Alternaria sp, (C) :Monilia sp, (D) :Fusarium sp, (E) :Mucorales,
(F) :Pénicillium sp, et quelques especes Aspergillus dont; (1) :A. niger, (2) :A. flavus,
(3) :A. clavatus, (4) :A. fumigatus, (5) :A. terreus et (6) :A. parasiticus.
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V.3. Teste de mycotoxicogéneése des espéces d’A. Flavus et A. parasiticus :
D’un point du vue mycotoxicologique, 09 espéces d’A. Flavus et A. parasiticus isolés et
identifiés sont potentiellement mycotoxinogenes. Les différents isolats d’A. Flavus et A.

parasiticus réalisés sur un milieu YES ont révélé que 08 souches étaient productrices

d’AF (figure 54).

2
-
=
1
o

Figure 53 : Chromatographie sur une couche mince de 09 espéces d’A. flavus et A.
parasiticus isolés et identifiés sont potentiellement mycotoxinogénes (G1 :AFG1,B1 :
AFB1, et S : souche).
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V.4. Criblage phytochimique

L’évaluation préliminaire de la composition phytochimique des différentes plantes
sélectionnées pour cette étude a permis de mettre en évidence la présence de
quelques groupes chimiques ; les résultats du criblage phytochimique sont transcrits

dans le tableau 10, ce dernier indique la répartition des groupes chimiques dans les

plantes.

Figure 54 : Quelques résultats de criblage phytochimique ( 1: flavonoides, 2:

Quinolone, 3: Stérol terpénique, 4: Terpanoides, 5: Alcaloides bases, 6: Amidon, 7:

composé reducteurs, et 9: Emodol).

Tableau 10 : Résultats du criblage phytochimique réalisé sur les plantes sélectionnées.

Plante | Asphodelus Aristida | Anvillea | Artemisia Capparis | Salsola

Compounds tenuifolius pungens | radiata herba alba | spinosa vermiculata
Quinones Traces - - + + +
Anthraquinones +++ - - +++ + ++
Dragendorff + + + + + +
Alcaloides lodoplatinate + + + + + +
Mayer + - - + + +
Trapénoides + + + + + +
. Triterpénics ++ + +++ ++ + +++

Saponosides -

Stéroidics - - - - — _
Coumarines + - - + + +
Flavonoides ++ + ++ +++ ++ ++
Tanins Cathéchics - - Traces + + -
Gallics + - - + + +

+ : présence ; — : non détecté
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La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique laisse
prévoir des activités pharmacologiques intéressantes des plantes étudiées. le criblage
phytochimiques des plantes a montré la détection des Anthraquinones, des saponisides
et des flavonoides, ces derniers sont en majorité retrouvés. Tous les plantes
contiennent des Alcaloides, Trapénoides, Saponosides et Flavonoides. les
Saponosides stéroidiques sont non détectés pour toutes les plantes étudiées. Les
Coumarines et les quinones sont présentes dans Asphodelus tenuifolius, Artemisia
herba alba, Capparis spinosa, Salsola vermiculata. Seules Anvillea radiata et Aristida
pungens ont montré I'absence des Tanins. le criblage de la plante Aristida pungens est
moins des groupements chimiques détectés par rapport a 'autre 5 plantes étudiées.
Les résultats de ce criblage permettent d’élaborer des hypothéses pour expliquer

I'activité biologique d’un extrait par la présence d’'une famille chimique particuliére.

V.5. Rendements d’extraction
les rendements d’extraction (%) ont été calculés en fonction de la matiére végétale
séche de la poudre végétale de la partie aérienne des deux plantes et présenté dans

lillustration suivante :

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0
Anvillea Aristida Artemisia | Asphodelus| Capparis Salsola
radiata pungens | herba alba | tenuifolius | spinosa |vermiculata
M Ether de pétrole 8,8 5,8 11,3 3,9 7,8 8,9
H Chloroforme 15,7 8,5 13,2 7,8 8,9 9,3
Acétate d’éthyle 16,3 6,7 14,6 8,1 9,3 13,2
H Méthanol 18,8 6,3 18,9 10,2 9,8 14,5

Figure 55 : Rendements d’extraction en (%) obtenus.

Les rendements d’extraction observés dépendent a la fois de I'espéce de la plante et
aussi du solvant d’extraction. On constate que, quelle que soit la plante utilisée, le

rendement d’extraction obtenu avec le méthanol est toujours plus élevé.
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Il peut étre observé que les meilleurs rendements d’extractions a I'éther de pétrole et
méthanol ont été obtenus pour la plante Artemisia herba alba. Quant a I'extraction au
chloroforme et a I'acétate d’éthyle, les meilleurs rendements ont été obtenus pour la
plante d’Anvillea radiata ; et les faibles rendements de la plante d’Aristida pungens ont

été enregistrés.

V.6. Evaluation effet antifongique :

L’activité antifongique des extraits des plantes obtenus a été évaluée par la méthode de
diffusion en milieu gélosé. Dans I'ensemble, les six plantes utilisées (Anvillea radiata,
Artemisia herba alba, Asphodelus tenuifolius, Capparis spinosa et Salsola vermiculata.)
présentent des activités antifongiques sur toutes les souches de moisissures testées
(Aspergillus  flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus

fumigatus, Aspergillus niger, Penicillium expansum, Fusarium oxysporum et Alternaria

sp).

Les extraits purs sont extrémement actifs, quels que soient la plante et le solvant
d’extraction. Par contre, nos résultats montrent une corrélation entre le solvant
d’extraction des dilutions et I'effet antifongique. De fagon générale, toutes les courbes
de sensibilités présentent une allure croissante avec des pentes plus ou moins fortes
selon les extraits, les souches de moisissures et la concentration. Les résultats
présentés dans les figures (56, 57, 58, 59, 60 et 61).

La plupart des extraits donnent leur effet a partir des dilutions (1/5000 et 1/1000) sur
'ensemble des souches testées. Seuls, les extraits d’Aristida pungens a |'acétate
d’éthyle présentent une activité a partir de la dilution 1/250 de dilutions sur les 2
souches (A. parasiticus et A.ochraceus) et l'extrait d’Artemisia herba alba au

chloroforme donne leur effet a partir de la dilution 1/500 .

L’extrait d’Anivillea radiata au méthanol a un effet inhibiteur atteint 100 % sur A.

parasiticus a la dilution 1/100.

L’activité antifongique de deux Aristida pungens et Salsola vermiculata est moins actifs
que les autres plantes F. oxysporium , A. ochraceus et Alternaria sp sont les souches

les plus résistantes.
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On a marqué un pourcentage d’inhibition supérieur a 80 % a la dilution 1/250 dans les
cas A. flavus a I'extrait methanolique d’Anvillea radiata ; A.parasiticus a deux extraits
methanolique d’Artemisia herba alba et d’éther de pétrole d’Anvillea radiata ;
A.ochraceus a deux extraits chloroformique d’Artemisia herba alba et d’Anvillea radiata
; A.niger aux extraits methanolique d’Artemisia herba alba et d’acétate d’éthyle de
Salsola vermiculata; P.expansum aux trois extraits d’éther de pétrole et d’acétate
d’éthyle de la plante d’Anvillea radiata et extrait d’acétate d’éthyle de Salsola
vermiculata ; et Alternaria sp aux extraits chloroformique d’Anvillea radiata. Alors que
les extraits d’Artemisia herba alba ont présenté un taux d’inhibition supérieur a 80 % a

la dilution 1/250 sur A. fumigatus et A. niger.

Seuls les extraits de la plante d’Aristida pungens ont une activité antifongique plus ou

moins importante, car tous les extraits de concentration 1/100 ne dépassent pas 80 %.

En comparant les effets des extraits, on constate une différence; les essais pratiqués
ont démontré que souches étaient plus ou moins résistantes aux effets des extraits
d’acétyle éthyle que les autres. Par contre L’activité antifongique la plus élevée a été

obtenue avec les extraits méthanolique des plantes.
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Figure 56:Les résultats relatifs a la croissance des moisissures étudiées soumises a

I'action des différentes concentrations des extraits testées Anvillea radiata sont illustrés

dans huit graphes.
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Figure 57:Les résultats relatifs a la croissance des moisissures étudiées soumises a
I'action des différentes concentrations des extraits testés Aristida pungens sont illustrés
dans huit graphes.
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Figure 58:Les résultats relatifs a la croissance des moisissures étudiées soumises a
I'action des différentes concentrations des extraits testées d’Artemisia herba alba sont

illustrés dans huit graphes.
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Figure 59 :Résultats relatifs a la croissance des moisissures étudiées soumises a
I'action des différentes concentrations des extraits testées d’Asphodelus tenuifolius sont

illustrés dans huit graphes.
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Figure 60:Résultats relatifs a la croissance des moisissures étudiées soumises a

I'action des différentes concentrations des extraits testées de Capparis spinosa sont

illustrés dans huit graphes.
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Figure 61:Les résultats relatifs a la croissance des moisissures étudiées soumises a

I'action des différentes concentrations des extraits testées de Salsola vermiculata sont

illustrés dans huit graphes.
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V.7. Essais de Conservation des blés tendres par enrobage avec de I’extrait

aqueux des plantes étudiées

Aprés la durée de stockage on a observée des réductions de la fréquence de
contamination d’'une maniére excellente dans tous les échantillons soit enrobée par la
meéthode directe ou soit par la méthode de dilution, et pour tous les extraits aqueux des
plantes étudiées. La diminution du taux de moisissures observé dans les échantillons

de blé tendre démontre I'efficacité de cette méthode de conservation.

Les résultats d’isolement et dénombrement de la flore fongique contaminante sont
présentés dans deux figures 52 et 53, pour le blé tendre importé. Lorsque I'on compare
les fréquences de contaminations des plantes avec la fréquence sans l'ajout des
extraits ; on a marqué la fréquence de contamination des blés enrobés par les plantes
(d’Artemisia herba alba et d’Anvillea radiata) ont présenté des valeurs les plus inférieur

que la fréquence de contamination (témoin).

D’aprés les résultats obtenus, la diminution de la fréquence de contamination se fait au
cours de la période de conservation. Une forte réduction de 45,96 % des moisissures

est marquée pour I'échantillon de 2010 par I'extrait de plante d’Artemisia herba alba .

Les taux de contaminations deux échantillons de 2009 et 2012 avec ou sans

d’enrobage par les extraits d’Aristida pungens sont moyennement identiques.

Si on compare les résultats de deux méthodes de dénombrement des champignons des
blés enrobés avec les extraits, on observe qu'’il y a une différence du taux de réduction
dans les mémes périodes de conservation. Ce taux est plus élevé dans les échantillons
rincés par l'eau que celui observé pour celles qui sont conservées par

enrobage.(figure 62)
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Figure 62 : Les résultats relatifs a la fréquence de contamination des moisissures
étudiées soumises a l'action des extraits aqueux des différentes plantes par la Méthode
directe (FC : fréquence de contamination sans l'ajout de I'extrait-Témoin, FCP1:
fréquence de contamination avec I'ajout de I'extrait d’Anvillea radiata, FCP2 : fréquence
de contamination avec I'ajout de I'extrait d’Aristida pungens, FCP3 : fréquence de
contamination avec I'ajout de I'extrait d’Asphodelus tenuifolius, FCP4: fréquence de
contamination avec I'ajout de I'extrait d’Artemisia herba alba, FCP5 : fréquence de
contamination avec I'ajout de I'extrait de Capparis spinosa, FCP6 : fréquence de
contamination avec I'ajout de I'extrait de Salsola vermiculata).
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La méthode d’ULSTER a permis éventuellement de localiser les éléments actifs de la
microflore qui donne des colonies visibles sur des grains et détermine, dans un lot de
grains donné, le pourcentage de grains contaminés par tel ou tel genre et espéce de
moisissures. La liste de la mycoflore totale isolée est donnée dans la figure 64. Les
Aspergillus et Penicillium sont des champignons de conservation ou "storage fungi"
selon la dénomination Anglo-saxonne. lls provoquent la moisissure des semences mal
stockées. Un humidité élevée est favorable a leur développement. La pollution ou
contamination peut avoir lieu au champ dés les premiers stades de maturation des

graines.

Pour palier a de tels dégats, il importe de récolter des semences matures et de les
conserver dans de" bonnes conditions. Dans notre cas ; Il s’agit de tester la germination
des spores sur des grains enrobés par la poudre de plante dans des boites de pétri

avec le papier filtre et de I'eau.

La figure 51 montre I'évolution de la fréquence d’apparition des moisissures des grains
enrobées avec la poudre des différentes plantes et le témoin. A part le témoin qui a des
taux de germination des spores de moisissures élevées par rapport aux autres
échantillons, les semences enrobées ont donné globalement un taux de contamination

inférieur a celui obtenu au témoin et il varie selon I'espéce de plante.

En comparaison avec le témoin; le ringage de grain de blé avec I'eau diminue la
fréquence de contamination d’'une maniére plus ou moins importante et pour 'ensemble
les plantes présentent des activités antifongiques différentes, on a marqué excellant
effet d’Artemisia herba alba sur les mucorales avec une réduction de 7.93 % , la plante
d’Anvillea radiata a montré plus efficace pour les Aspergillus avec une différence de
9.48 %, et Salsola vermiculata a donné un excellant effet pour les Penicillium avec une
différence de 4.43 %.
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Figure 63 : Les résultats relatifs a la fréquence d’apparition des moisissures des grains
étudiés soumises a I'action des extraits des différentes plantes par la Méthode de
dilution (E : Echantillon sans ajout des extraits -Temoin, eau : Echantillon rincé par
I'eau, Plante 1 : Echantillon enrobé par la poudre de Capparis spinosa, Plante 2 :

Echantillon enrobé par la poudre d’Aristida pungens, Plante 3 : Echantillon enrobé par

la poudre d’Asphodelus tenuifolius, Plante 4 : Echantillon enrobé par la poudre
d’Artemisia herba alba, Plante 5 : enrobé par la poudre d’Anvillea radiata, Plante 6 :
Echantillon enrobé par la poudre de Salsola vermiculata) .
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Figure 64 : Quelques résultats de I'efficacité de la methode d'enrobage. (A: les grains
avec l'extrait d'enrobage. B: les grains sans I'enrobage.)
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Les céréales sont des substrats naturellement favorables au développement
fongique. Cette croissance des micromycétes peut avoir plusieurs conséquences
néfastes : une altération de I'aspect et des propriétés technologiques des matiéres
premiéres, le développement des mycoses ou d’allergies (Bennett et Klich, 2003)

et la production et 'accumulation de mycotoxines.
VI.1. Etat physico-chimique des échantillons :
VI.1.1. Humidité relative (HR) :

Nos résultats de HR obtenus révélent que tous nos échantillons sont peu
hydratés; une grande caractéristique commune des espéces fongiques des
denrées peu hydratées est la sporulation ou la dissémination a grande vitesse
(Wicklow, 1998). La moyenne du taux d’HR des échantillons 2008 et 2011 sont
supérieure par rapport au taux d’HR des autres échantillons, cette différence
montre que le blé (2008 et 2011) ont une grande susceptibilité d’étre contaminé
par des moisissures. Dans les denrées peu hydratées telles que les céréales, la
disponibilitt en eau a une influence considérable, car pour la plupart des
moisissures, la toxinogenese est proportionnelle a I'activité de I'eau (Gwlady et
Tap, 2004). Plus un aliment aura une activité de I'’eau proche de 1, plus qu’il sera
sensible aux altérations par les moisissures toxinogenes. Les moisissures sont
capables de croitre sur des substrats contenant de 10 a 18 % d’humidité, avec un
optimum de croissance compris entre 11 a 13 %. Dans quelques échantillons
nous avons remarqué des taux trés élevés, cette élévation selon Duron (1989) est
peut-étre due aux transports maritimes du blé tendre d’'importation. De plus, une
augmentation du taux d’humidité favorise le développement des moisissures et la

biosynthése des toxines.
VI.1.2. pH :

Les résultats du pH des différents échantillons sont légerement acides, ce qui
nous a conduits a dire que le blé importé analysé permet aux moisissures de
proliférer et par conséquent d’acidifier le substrat. Selon Jemmali (1975), les
moisissures sont capables de se développer normalement a des pH compris entre

3 et 8 et une production en mycotoxines a des pH entre 5 et 6, donc le pH influe
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directement sur la production des toxines par les moisissures. Le pH optimal de la
mycotoxinogénése est, contrairement a la température, différent du pH optimal de
croissance. La prolifération des moisissures acidifie, décolore, fait fermenter et
rend ces produits désagréables, voire dangereux (Pitt and Hoking, 1997). Donc
cette acidité est hautement corrélée a la prolifération des moisissures. (Kouadio
etal., 2012).

les moisissures aussi provoquent une dégradation physico-chimique des
substrats, notamment une modification du pH pouvant entrainer une acidification
(Armand et Germain ; 1992).

VI1.1.3. Taux des grains cassés (GC) :

D’autre part, les moyennes de taux des grains casseés sont inférieures a la norme
nationale (4 %) et internationale (3 %) sauf la moyenne des échantillons de 2011 ;
elle est supérieure a la 3 %, ces résultats sont adoptés aux travaux de Molinie et
PFohl-leszkowics (2003). D’aprés Hasseltine et al., (1981); les cassures des
grains peuvent engendrer une augmentation des teneurs en eaux pouvant
favoriser la contamination fongique et la production des mycotoxines. Lorsque la
structure granulaire est détruite, les constituants peuvent entrer plus facilement en
contact avec les microorganismes et ces substances sécrétés, car les surfaces de

contact sont nettement plus grandes. (Armand, et al., 1996).
VI.2.1.ldentification des moisissures :

L’identification de trés nombreuses espéces fongiques susceptibles de coloniser
les aliments et d’en altérer les qualités, voire de produire des mycotoxines est une
étape indispensable a I'’évaluation du risque mycologique. Cette identification a
pendant longtemps été exclusivement basée sur I'observation des caractéres
culturaux et morphologiques de l'espece. Les progrés récents de la biologie
moléculaire ont permis de proposer des outils d’aide a lidentification (Tabuc,
2007).

L’identification d’'une espéce fongique repose sur I'analyse des criteres culturaux

(température et vitesse de croissance, milieux favorables) et morphologiques. Ces
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derniers constituent des paramétres macroscopiques (aspect des colonies, de leur
revers, etc.) et microscopiques (aspect du mycélium, des spores, des phialides,
etc.) (Cahagnier et Molard, 1998).

Les champignons filamenteux forment des colonies duveteuses, laineuses,
cotonneuses, veloutées, poudreuses ou granuleuses ; parfois peuvent avoir une
apparence glabre, de relief plat ou plissé et dont la consistance et la taille sont
variables. Les couleurs des colonies les plus fréquentes sont le blanc, le creme, le
jaune, l'orange, le rouge allant jusqu’au violet ou le bleue, le vert, le brun allant
jusqu’au noir. Les pigments peuvent étre localisés au niveau du mycélium
(Aspergillus, Penicillium) ou diffusés dans le milieu de culture (Fusarium) (Botton
et al., 1990).

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait aprés réalisation d’un
etalement entre lame et lamelle. Généralement, un examen a l'objectif 40 est
suffisant pour mettre en évidence la plupart des éléments importants de diagnose
(Cahagnier et Mollard, 1998).

D’aprés la forme et les modalités de septation, on distingue cing groupes de

spores :

Amérospores (Penicillium et Aspergillus), Didymospores (Trichothecium),
Phragmospores  (Curvularia),  Dictyospores  (Alternaria), = Scolécospores
(Fusarium), regroupées a l'extrémité de la cellule conidiogéne en grappe
(Beauveria, Trichothecium), en masse (Botrytis), en tétes (Acremonium,
Trichoderma), en chaines basipétes (Scopulariopsis, Aspergillus, Penicillium) ou

en chaines acropétes (Cladosporium, Alternaria) (Botton et al., 1990).

Les cellules conidiogenes peuvent naitre de structures plus ou moins élaborées
issues du mycélium végétatif. Ceci est utilisé pour l'identification des genres et des
especes. Elles peuvent étre directement insérées sur les filaments végétatifs
(Acremonium, Fusarium); bien distinctes des filaments végétatifs portés par des
conidiophores dispersés sur le thalle végétatif; bien distinctes des filaments

végétatifs portés par des conidiophores groupés (Tabuc, 2007).
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La présence de structures protectrices issues de la reproduction asexuée ou
sexuée et la présence des chlamydospores constituent un autre élément

d’identification microscopique (Tabuc, 2007).

L’identification des espéces fongiques traditionnellement fondée sur les
caractéristiques culturales et morphologiques macroscopiques et microscopiques
nécessite, en général, plusieurs jours de culture (7 a 10 jours le plus souvent). La
culture sur des milieux spécifiques peut étre nécessaire pour obtenir la formation
de conidies et, dans certains cas, I'absence d’apparition de conidies rendra

impossible I'identification du mycélium. Par conséquent, de nombreuses études

ont visé a développer des méthodes outils d’identification reposant sur I'étude des
acides nucléiques (ADN et ARN) et ne nécessitant plus obligatoirement un

examen morphologique (Hughes et al., 2009).

VI.2.1. Fréquence de contamination (TC) par la méthode d’Ulster :

La proportion de grains contaminés par des moisissures dans les échantillons de
la récolte 2010 et 2012 sont plus élevée que les autres échantillons de la
récolte 2008, 2009 et 2011 cette derniere, selon Wicklow (1998), montre que la
sporulation ou la dissémination des spores a grande vitesse sont la grande
caractéristique commune des espéces fongiques des denrées peu hydratées. ces
résultats sont en accord avec plusieurs travaux qui ont trouvé des résultats
semblables dans les ensilages de mais et de sorgho. (Reyes-Velazquez et al,.
2008 ; da Silva et al., 2000).

Point de vue de la diversité des souches isolées, il n'y avait pas de différence
significative entre les lots de blé tendre analysés. Les résultats de I'analyse
mycologique ont montré, quelle que soit 'année de la récolte, une nette
dominance du genre Aspergillus. Cette dominance semble étre favorisée par une
humidité élevée du grain, une légére acidité, un taux des grains cassés bien
déterminé. La dominance du genre Aspergillus dans la flore contaminée des

céréales a été reportée dans plusieurs travaux (Pitt et Christian 1968 ; Pitt et
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Miscamble 1995 ; Riba et al., 2005). Ainsi, les espéces du genre Aspergillus sont
considérées comme des moisissures de stockage (Christensen et al., 1977),
Aspergillus flavus est I'espéce la plus fréquente suivie de A. parasiticus et A.

Niger.

Le taux de contamination par le genre Penicillium s’est révélé inversement
proportionnel a la forte humidité et la durée de stockage. Cependant, comme I'ont
reporté Pitt et Miscamble (1995), le pourcentage des grains infectés par des
Penicillium de la récolte 2010 et de la récolte 2012 sont inférieur que les autres
(2008, 2009 et 2011), cette différence est due a la forte humidité qui défavorise la
croissance des Penicillium en faveur de celle des Aspergillus qui les dominent.
Ces résultats concordent avec ceux obtenus par Weindenborner et al., (2000)

qui ont travaillé sur la mycologie de la farine du blé entier.

Les autres genres de mucorales et Monilia sp isolés sont naturellement présents
sur les cultures au niveau des champs et dans le sol (Christensen et al., 1977).
Cahagnier (1996) rapporte que la présence des mucorales dans les stocks des

céréales est un signe de mauvaises conditions de stockage.

VI.2.2. Estimation de population fongique des échantillons par méthode de

dilution :

En ce qui concerne les résultats de I'analyse mycologique par la méthode de
dilution, tous les échantillons analysés sont contaminés par des moisissures.
Malgré I'apparence saine des lots de blé tendre (récoltes : 2008, 2009, 2010, 2011
et 2012) analysés, leurs taux de contamination se sont révélés trés élevés. Ces

résultats concordent avec ceux obtenus par Asadzadeh et al., (2014).

Par contre ces résultats different des résultats rapportés par un autre auteur qui
ont constaté la diversité fongique dans 150 échantillons de blés récoltés
fraichement récoltés dans trois régions du Brésil (Sao Paulo, Parana et Rio
Grande do Sul). L’analyse du mycobiose a montré une prédominance d’Alternaria
sp., Fusarium sp. (Tralamazza et al., 2016).
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Plusieurs genres sont trouvés du point de vue diversité des souches isolées ; il n’y
a pas une différence significative entre les lots de blé tendre analysés. En effet,
les mémes genres ont été retrouvés dans les deux échantillons avec des
proportions différentes. Les genres dominants dans les deux échantillons sont

Aspergillus et Penicillium.

Cette mycologie s’est révélée trés similaire a celle des lots de blé tendre. La
différence des pourcentages de contamination des grains par les genres isolés.
Hajjaji et al., (2005) ont rapporté la dominance des souches appartenant a ces
deux genres dans 17 échantillons de blé issus d’un stockage traditionnel au
Maroc. Selon Riba et al., (2005), le manque de ventilation couplée a une
température élevée, favorise la croissance des champignons dits : xérotolérantes,
comme les Aspergillus et Penicillium. Ces deux genres proliférent principalement
pendant le stockage sur des substrats dont I'humidité est assez basse (10 a 18 %)
(Pitt et Miscamble, 1995). Il a été rapporté que I'écrasement d’un lot de blé
tendre de mauvaise qualité sanitaire et technologique aboutit a des produits finis
de faible valeur boulangére et dont la charge en contaminants microbiologiques

est trop élevée (Lana et al., 2003).

Les autres souches isolées des échantillons analysés appartiennent aux genres
Rhizopus, Alternaria et Fusarium qui sont naturellement présents sur les cultures
au niveau des champs et dans le sol (Christensen et al., 1977). La forte
fréquence du genre Alternaria dans les échantillons (récolte 2008) semble étre
due a 'humidité élevée de ces échantillons. Ces résultats concordent avec ceux
obtenus par Tahani et al., (2008) dans ces travaux « Mycologie du blé tendre : la

qualité technologique du grain et conséquences sur les produits finis ».

VI1.1.4. Corrélation entre les parameétres physicochimiques et la fréquence de

contamination :

La fréquence de contamination s’est révélée proportionnelle aux taux des grains
cassés. Cependant, comme I'ont reporté Berthier et Valla (1998), les blessures et
les cassures de la structure de grain de blé favorisent la pénétration des hyphes

dans les grains, donc les grains présentant des blessures ou des cassures sont
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les plus susceptibles d’étre contaminés par des moisissures d’'une part. elles
favorisent aussi I'absorbation d’humidité c’est a dire augmentation I'activité de

I'eau ; 'activité de I'eau (aw) est un concept physico-chimique, introduit par

Scott (1957). Il a été montré qu’il y a une relation entre 'lhumidité dans I'aliment et

la capacité de croissance microbienne d’autre part.

En outre, les substrats présents dans une denrée alimentaire favorisent le
développement des moisissures particulieres. Mais pour pouvoir utiliser ces
substrats, il faut qu'on puisse les atteindre. Pour cela, il faut qu’il y ait eu au
préalable une rupture des défenses naturelles des grains pour permettre la
peneétration et le développement rapide des moisissures qui va entrainer une
augmentation d’acidité. Sinha et Sinha (1990) ont établi une corrélation positive
entre les dégats des insectes et 'augmentation de I'aflatoxine dans les denrées

alimentaires.

Et pour cela la fréquence de contamination varie en fonction des parameétres
physicochimiques ; elle s'Taugmente proportionnellement a la valeur de I'humidité
relative, ainsi qu’au taux de grains cassés en revanche, elle se diminue avec du
pH. De méme que la fréquence de contamination, 'lhumidité relative se diminue
avec l'augmentation de la valeur de pH et s'Taugmente proportionnellement au taux
des grains cassés. Quant a ces deux derniers (Gl et GC) ils sont inversement

proportionnels.
VI.3. Etat mycotoxicologique des échantillons :

Les moisissures nuisibles toxinogeénes peuvent se développer dans différents
substrats tels que les céréales (Mills, 1990) et y produire dans certaines
conditions de température et d’humidité des molécules toxiques dénommées

mycotoxines ou métabolites secondaires.

Du point de vue mycotoxicologique, les différents isolats d’A. Flavus et A.
parasiticus réalisés sur milieu YES révélent 88,88 % des genres isolés et identifiés
sont potentiellement mycotoxinogénes. Ces résultats concordent avec ceux

obtenus par Abdarrahim (1997) qui a trouvé plus de 85 %, alors que Tahani et
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al., 2008 ont trouvé que 60 % des genres isolés et identifiés sont potentiellement
mycotoxinogénes et Lebars (1982) et Brixi-Gormat (2005) qui ont trouvé un
pourcentage de 40 %. Ces résultats mettent en évidence l'importance du taux
initial de la pollution par une espéce toxinogéne, car il reflete le risque
d'imprégnation toxinique c’est-a-dire plus le taux sera élevé, plus le risque de
trouver les mycotoxines dans un aliment a des niveaux élevés sera important
(Gwlady et Tap, 2004).

Le dosage qualitatif par CCM des aflatoxines et ochratoxines sur les échantillons
de blé analysés s’est révélé positif pour 9 échantillons et négatif pour 13
échantillons. Cette absence peut étre expliqué soit par la possibilité que les
souches de moisissures isolées de ces échantillons ne soient pas toxinogénes,
soit elles sont toxinogénes et les conditions de température et d’humidité n’étaient
pas favorables a l'aflatoxinogénése, soit les taux d’aflatoxine sont inférieurs au
seuil de détection de cette méthode qui est de 0.5 ppb (Zakaria et Majerus, 1992)
ou ils sont inférieurs a la limite de détection est 100 mg/kg (Czerwiecki, 1989).
Selon Nguyen (2007), la présence de plusieurs espéces fongiques sur la méme
denrée a généralement un effet inhibiteur sur la production des toxines. Cela
s’expliquera d’une part par la compétition pour le substrat et d’autre part, par le fait
que certaines souches peuvent dégrader la toxine. Et Anonyme (2003 et 2009)
rapporte que la plupart des mycotoxines sont fortement adsorbées ou fixées au
niveau de la paroi des conidies. D’autres sont uniquement excrétées dans le
milieu extérieur. Dans un aliment, la distribution des mycotoxines n’est pas
homogeéne, elles sont souvent formées au niveau des poches de condensation

telles que les coques ou la peau de certains produits.
Vli.4.Criblage phytochimique

Les données obtenues lors du criblage phytochimique par une méthodologie se
basent sur la détection des composés par le biais de protocoles orientés selon les
résultats obtenus lors du criblage biologique. Elles sont souvent conformes a
celles de la littérature (Adomi and Umukoro 2010; Mujovo 2008; Krasniewski
et al., 2006; Djouossi et al., 2015).
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Les propriétés pharmacologiques et la nature des différents groupes chimiques

mis en évidence sont nombreuses et variées. il s'agit :

- Les alcaloides constituent une classe de produits naturels présentant une
grande diversité structurale. Leurs propriétés biologiques, aussi variées que leurs
structures, continuent a étre bénéfiques dans les traitements de différentes
maladies ou des dysfonctionnements de I'organisme humain. |l y a une quinzaine
d’années, les propriétés antimicrobiennes, antifongiques et amoebicides de
certains alcaloides indoliques quasi dimériques ont été démontrées
(ochrolifuanines, cinchophyllines, dérivés de l'usambarensine). (Caron et al.,
1988 ; Keene et al., 1987). les alcaloides selon Hadjimi, (2011) ; affectent I'aspect
de la colonie fongique et causant une diminution et / ou une inhibition de la

croissance mycélienne qui est variable selon les concentrations testées.

- Les terpénes et leurs dérivés sont prometteuses en générale utilisée dans les
thérapies antifongiques. Ces substances peuvent néanmoins servir comme agents
complémentaires lors de thérapies conventionnelles par leur pouvoir pénétrant de
la peau, et ainsi étre utilisées en application cutanée. Le pouvoir hautement
lipophile de la plupart de ces composés laisse a supposer que leurs cibles
principales soient les membranes cellulaires et que leur toxicité est causée par
une perte du contrdle de la pression osmotique (Cox et al., 2000 ; Inoue et al.,
2004). Il a également été établi que les terpénes sont réputés pour leurs
propriétés désinfectantes et antiseptiques et s’opposent a la prolifération des
germes pathogénes (Lacoste et al., 1996 ; Caillard, 2003). selon Belaiche etal.,
1996 ; L’activité antifongique simultanée de trois terpenes (citronellol, menthol et
terpinéol) est testée sur trois moisissures (Aspergillus parasiticus, A. flavus et A.
niger) a montré un effet varie selon I'espéce de moisissures et la nature de

terpénes.

- Des Saponosides : In vivo, bon nombre de saponosides assurent la défense du
végétal contre I'attaque microbienne ou fongique. quasiment dépourvus d’activité
antibactérienne, les saponosides sont parfois actifs, in vitro, sur des virus

(Bruneton, 2009). Selon Traoré (2006) ; dans le domaine de I'ophtalmologie, les
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effets des saponosides portent sur l'activité antifongique, anticandidosique et

antivirale. (Traoré, 2006).

- Flavonoides : Différents types de flavonoides ont la capacité de piéger les
radicaux libres. On leur attribue, d’'une maniére générale, les activités anti-
inflammatoire, anti-infectieuse, vasculo-protectrice, antihépatotoxique,
antiallergique, antiulcéreuse, antitumorale et antispasmodique (Bruneton, 2009).
Les plantes riches en flavonoides ont des propriétés analgésiques, antifongiques,
antimicrobiennes, hémostatiques, aphrodisiaques et astringentes. Bruneton
(1999) et Kurkin (2003) ont montré que les phénols simples, les acides
phénoliques et les flavonoides possédent des propriétés anti-inflammatoires et
antihémorragiques, des propriétés antibactériennes et antifongiques, en particulier

a I'égard des organismes phytopathogénes.

- Les tanins : sont hydrosolubles et leur intérét médicinal réside essentiellement
dans leur caractére astringent. Leurs propriétés tannantes, en créant une couche
isolante et protectrice, ont pour effet de réduire lirritabilité et la douleur, d’arréter
les petits saignements. L’activité vasculo-protectrice des tanins peut justifier
'emploi des drogues qui en contiennent dans la prise en charge des

conjonctivites.

Ainsi, en France, certaines plantes indiquées dans le traitement des irritations
oculaires et conjonctivites sont des plantes anti-inflammatoires, astringentes ou
adoucissantes riches en tanins ou en mucilages, telles Plantago lanceolata
(plantain), Centaurea cyanus (bleuet), Calendula officinalis (souci), Euphrasia
officinalis (casse-lunette), Matricaria recutita (camomille) et Vitis vinifera (vigne

rouge) (Goetz and Dugan 2006).
- Coumarines :

Les coumarines sont connues par leurs activités cytotoxiques, antivirales,
immunostimulantes, tranquillisantes, vasodilatatrices, anticoagulantes (au niveau
du cceur), hypotensives; elles sont également bénéfiques en cas d’affections

cutanées (Gonzalez et Estevez-Braun, 1997).
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- Beaucoup de quinones sont antibactériennes et fongicides (Riffel et al., 2002).
V.5.Rendements d’extraction

Les rendements d’extraction ont varié en fonction des solvants et d’'une espéce
végétale a une autre ; 'analyse des différents résultats montre que les rendements
d’extraction varient non seulement en fonction des plantes et aussi de la famille
botanique. Les rendements varient aussi en fonction du type de solvant utilisé

pour I'extraction.

- La différence de rendement observée entre les extraits pourrait s’expliquer par le
fait que la polarité des solvants donc le solvant le plus polaire fixerait plus de
composeés par rapport les autres solvants et augmenterait par conséquent le

rendement d’extraction (Ciulei, 1980 ; Muhammad et al., 2013).

- Cette différence peut étre attribuée d’'une part aux facteurs extrinséques de la
plante et d’autre part a 'espéce végétale et/ou a l'organe considéré. En effet,
Svoboda et Hampson (1999) et Smallfield (2001) rapportent que les conditions
environnementales, la période de récolte et 'age du matériel végétal peuvent
influencer sur les rendements d’extraction. De plus, les espéces végétales n’ont
pas toutes le méme potentiel; certaines familles botaniques offrant des

rendements plus élevés que d’autres (Valnet, 1980).
VI.6.Evaluation effet antifongique :

Quelque soit les tests antifongiques (soit par méthode directe ou soit par la
méthode de dilution) ont révélé que tous les extraits de plantes utilisés possédent
une activité antifongique, dont l'intensité varie en fonction de I'espéce végétale, du
type d’échantillons, mais aussi de la souche fongique testée. En effet, presque
tous les extraits des plantes ont exercé une activité antifongique prononcée sur les
souches fongiques testées avec un Taux d’Inhibition plus ou moins important qui
s’est traduit soit par 'absence, soit par ralentissement de croissance mycélienne
sur les grains contenant ces différents extraits de plante. L’activité antifongique
prononcée de ces espéces veégétales serait due a la composition chimique.

L’efficacité des extraits des plantes sur les souches fongiques testées, ce qui
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confirme que les substances bioactives des plantes sont considérées comme des
composés potentiellement efficaces contre les moisissures. Cette activité
antifongique est due probablement a la richesse des extraits de ces plantes en
composes actifs révélés par le criblage phytochimique, qui confirme la présence
des flavonoides, des saponosides, des stérols, des stéroides et les tanins, ces
composées ont des actions antifongiques selon plusieurs auteurs (Scalbert,
1991 ; Nacoulma, 1996 ; Nuh et al., 2005).

En effet grace a la composition qui est trés diversifiée des extraits des plantes

peut-&tre agir a plusieurs niveaux sur la moisissure sensible.

Le mécanisme d’action des extraits sur la flore fongique n’est pas clair, mais la

majorité des rapports indiquent que leur activité se fait d’'une part par :
- Des modifications morphologiques des hyphes (Bergkvist, 2007) ;

- Perturbation directe de la membrane cellulaire fongique (Achterman et al.,
2011).

Et d’autre part; la nature de principe actif; les flavonoides, connus pour leurs
multiples propriétés biologiques telles que l'activité antifongique (Cushnie and
Lamb, 2005 ; Pavithra et al., 2009 ; Akroum et al., 2009 ; llboudo et al., 2016 et
Wang et al., 2015) ont décrit, les effets antifongiques de flavonoides contre les
moisissures de céréales. José et al., (2017) ont montré L’activité antifongique de
quatre saponines triterpénoides et le manque d’effets génotoxiques. James
Bound et al., (2016) ont montré les activités antifongiques des nouveaux
Terpénes phénols et alcools contre Aspergillus flavus, Aspergillus ochraceus,

Fusarium oxysporum, Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans.

La majorité des polyphénols ont une activité antifongique trés puissante. Orturno
(2005) a démontré Tlactivité des flavanones glycosides et des
polyméthoxyflavones de Citrus parasidi, et de Citrus sinensis sur Penicillium
digitatum. Aussi, les flavonoides de Conyza aegyptica L. ont une action fongicide
et fongistatique sur différents agents de mycoses: Microsporum canis,
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M.gypseum, Trichophyton mentagrophytes, Candida zeylanoides (Batawita,
2002).

Selon Huang et Chung (2003), les composés phénoliques ont causé un
gonflement des hyphes et l'inhibition de perméabilité de plasma autour des

hyphes. cette 'imperméabilité provoque la destruction des parois cellulaires.
Anvillea radiata;

Le criblage phytochimique d’A.radiata est révélé la présence de constituants
comme les tanins, les flavonoides, les saponines, et les alcaloides... La présence
de ces composés bioactifs indique la Valeur médicinale de cette plante. (Parekh
et Chanda, 2008 ; Brunet et al., 2010).

Shalini et Srivastava, 2009 ont montré divers extraits d’A. radiata ont effets

inhibiteurs in vitro contre Champignons phytopathogénes.

Par contre une trés faible activité a été observée contre les levures et aucune

activité contre les moisissures. (Beddou et al., 2014).

Bammou et al., (2015) ont démontré que I'extrait aqueux de A. radiata a montré
une activité antifongique, et ils peuvent donc étre utilisés comme naturel
Alternative potentielle aux fongicides synthétiques pour les champignons

phytopathogénes.
Artemisia herba alba ;

Est une plante médicinale et fortement aromatique largement utilisée dans la
médecine traditionnelle par de nombreuses cultures depuis I’Antiquité. Il est utilisé
pour traiter les troubles inflammatoires et des maladies infectieuses. (Tan, et al.,
1998 ; Kordali et al., 2005).

la plante a une activité antifongique. Ces résultats ajoutent des informations
importantes a I'activité pharmacologique des extraits sur un nombre important des
moisissures de stockage, ce qui justifie et renforce l'utilisation de cette plante en
médecine traditionnelle. (Abu-Darwish etal.,2015). Travaux de Mahboubi (2017)
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ont confirmé l'utilisation autres espéces d’Artemisia dans I'amélioration des signes

cliniques de maladies superficielles fongiques.

Sur 'ensemble de ces résultats, il ressort de cela que I'activité inhibitrice dépend
de l'extrait, 'espéce fongique et la plante utilisée, ces plantes possédent une

activité contre les microorganismes étudiés selon I'espece ;
Asphodelus tenuifolius ;

utilisé pour les rhumes et les hémorroides et également utilisé pour la douleur
rhumatismale. Les semences sont également utilisées comme agent diurétique,
cicatrisant la plaie et ils sont appliqué extérieurement aux ulcéres et aux parties
enflammées. (Salah Eddine et al.,2015).

Le role d’Asphodelus tenuifolius comme agent antibactérien est tout a fait évident
Et il devrait étre évalué plus loin en tant qu’agent thérapeutique a utiliser dans le
futur. (Dangi, 2013).

Capparis spinosa ;

Le caprier est doué de plusieurs activités biologiques. Cette plante a été utilisée
depuis des siécles dans la phytothérapie traditionnelle, comme antifongique (Ali-
Shtayeh et Abu Ghdeib, 1999 ; Lemhadri et al., 2007), les capres sont connues
dans différents pays méditerranéens pour leurs propriétés curatives,
expectorantes, diurétiques, anti-hypertensives, cataplasmiques et toniques

(Satyanarayana et al., 2008).
Salsola vermiculata et Aristida pungens ;

L’activité antifongique des extraits de Salsola vermiculata et Aristida pungens
reste trés limité par rapport aux autres plantes étudiées. Cependant, les travaux
réalisés sur l'activité antifongique de quelques plantes du sud de la Tunisie par
Bouaziz et ces collegues en 2009 concluent que l'extrait méthanolique de
S.vermiculata n’a pas inhibé la croissance d’A. niger. Alors que Mughal dans ces
travaux en 2008 a montré que I'extrait méthanolique de Salsola kali a présenté

une activité importante vis-a-vis A.flavus. Cependant, Shahidi et al., en 2004 ont
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montré que les extraits de Salsola kali n’ont induit aucune activité vis-a-vis de
deux souches de Candida. La richesse de cette plante en saponosides lui donne
des activités biologiques trés variables par exemple I'effet antimicrobien (Drissa,
2003 ; Harikrisha et al., 2004). Par contre Bouhadjera et al., en 2005 ont prouvé
que les extraits d’Aristida pungens ont des activités antibiotiques antifongiques,
car ils étaient actifs contre les levures, les champignons et les bactéries Gram
(Bouhadjera et al., 2005).

Le dénombrement de la flore fongique est d’'un grand intérét pour évaluer la
qualité des blés. Les échantillons de blé étudiés montrent une présence des
moisissures. Ceci peut étre du aux caractéristiques physicochimiques de blé et les
conditions de stockage. Nous avons, procédé a l'identification des genres de
moisissures par la technique de microculture, et la single spore pour I'identification
de I'espéce. On observe une réduction de la flore fongique pour les échantillons
enrobés par des extraits, et aussi pour le témoin rincé avec I'eau aprés une année
de conservation. La diminution du taux de microorganismes observé dans les
échantillons de blé démontre I'efficacité de cette méthode de conservation, il nous
reste a expliquer les facteurs en coordination qui influent sur la réduction la flore
fongique. Il vient en premier lieu I'activité antifongique des composants actifs des
extraits (aqueux, éther de pétrole, chloroforme, acétate d’éthyle et méthanolique).

Une partie de cette activité est due a la présence de composés antifongique.

La diminution de la fréquence dans I’échantillon rincé par I'eau peut étre due a
I'élimination des spores de I'enveloppe des grains et/ou par I'effet antifongique de
plantes. Ces résultats ont été retrouvés aussi par Laca et al., (2006) qui ont
travaillé sur la distribution des contaminants microbiologiques au niveau des
grains de céréales. Selon ces auteurs, les spores des moisissures sont
concentrées sur la partie externe du grain ou elles y sont étroitement liées a
'enveloppe. Par conséquent, I'élimination des enveloppes des grains de blé par
brossage abrasif réduit le taux de contamination d’environ 87 % (Laca et al.,
2006). Enfin, selon les mémes auteurs, le simple ringage des grains baisse la
contamination fongique de 8000 a 500 UFC/g de blé.
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Conclusion

Au cours du stockage et sous de mauvaises conditions de conservation, les grains
de blé peuvent subir diverses altérations causées par le développement fongique.
Les moisissures peuvent produire des toxines pouvant avoir un impact sur la santé
du consommateur. On peut dire que les céréales sont, sans doute, les matieres
premieres les plus exposées a la contamination fongique. Le développement
fongique sur ces substrats dans des conditions adéquats (température, humidité,
pH...) peut avoir plusieurs conséquences : altération des propriétés organoleptiques,
diminution des qualités nutritives, apparitions de maladies (allergies et mycoses) et la
conseéquence la plus possible d’'un développement fongique incontrolé est la

production et 'accumulation des mycotoxines dans les aliments.

La flore saharienne connue par sa biorésistance au climat aride est riche en espéces
qui poussent a I'état sauvage. A cette richesse naturelle s’oppose cependant une
rareté des stratégies adoptées pour sa valorisation. En effet, la majorité des espéces

sont encore mal connues et largement sous-exploitées.

Dans ce travail nous avons évalué la contamination par certaines moisissures et par
certaines mycotoxines de blé importé frangais commercialisé a I'Algérie. Nos travaux
ont permis de mettre en évidence I'état physicochimique de blé et la fréquence de
contamination fongique ; puis la description de la population fongique, la détection
des AFB1, AFG1 et OTA et la quantification des AFs, AFB1 et OTA de plusieurs

échantillons.

Ce travail s’intéresse a la valorisation de plantes ; Notre objectif aussi avait pour but
'étude phytochimique et biologique de deux plantes médicinales sahariennes
algériennes Anvillea radiata, Artemisia herba alba, Asphodelus tenuifolius, Capparis

spinosa et Salsola vermiculata choisies sur le base de leurs usages traditionnels.

En effet, les espéces les plus fréquentes appartiennent aux genres Aspergillus,
Penicillium, et Fusarium et leur proportion respective peut grandement varier en
fonction des conditions climatiques dans lesquelles ces végétaux sont cultivés et
récoltés ainsi que des conditions hydrothermiques observées pendant le stockage.
Les autres souches isolées des échantillons analysés appartiennent aux genres
Mucorales, Alternaria, Monilia, et Eurotium qui sont naturellement présents sur les

cultures au niveau des champs et dans le sol.
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Les résultats de I'analyse mycologique ont montré une nette dominance du genre
Aspergillus. Cette dominance semble favorisée par une humidité élevée et le pH du
grain, un taux élevé des grains cassés et un stockage de longue période. Ainsi, les
especes du genre Aspergillus et penicillium sont considérées comme des

moisissures de stockage.

On outre, I'étude de l'effet de certains facteurs extérieurs comme I'humidité, taux des
grains cassés et le pH a montré que la fréquence de contamination des grains a une
corrélation significative avec ces facteurs. Cette étude a montré que la contamination
fongique d’un lot donné est fortement influencée par I'état sanitaire initial du grain
récolté et surtout par son taux d’humidité. Cette étude a montré aussi que le risque
de contamination fongique est présent méme au cours du transport maritime. Ainsi,
la charge initiale en contaminants fongiques est reflétée sur la qualité du produit (la

farine).

La différence des pourcentages de contamination des grains par les genres isolés
peut étre due aux provenances différentes des tous échantillons. La mycologie de la
méthode de dilution de blé entier s’est révélée trés similaire a celle de la méthode
Ulster. Ainsi, a I'exception d’apparition d’autres genres (Alternaria, Fusarium et

Eurotium) dans la méthode de dilution.

La proportion de grains contaminés par les moisissures varie selon I'année de
récolte ; on a marqué des proportions éléve dans les années les plus anciennes. Des
moisissures de stockage des genres Penicillium et Aspergillus sont dominantes dans
tous les échantillons examinés. Ces résultats justifient un taux élevé des grains

contaminés, quelle que soit 'année de récolte.

Cette étude a montré aussi que le risque de contamination fongique est présent
méme dans les régions tempérées. Ainsi, la charge initiale des contaminants
fongiques est reflétée sur la qualité du produit fini. Mais, le nettoyage, le brossage et
I'élimination des enveloppes externes des grains de blé réduisent considérablement

le taux de contamination fongique de la farine.

Enfin, le test de la recherche des souches toxinogénes a révélé que toutes les
souches sont productrices d’AFs. La conséquence possible d’'un développement
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Conclusion

fongique incontrélé est la production et I'accumulation de mycotoxines dans le blé
importé. Nous avons montré que les céréales peuvent étre contaminées par
certaines mycotoxines, parfois a des teneurs élevées, supérieures aux normes

réglementaires en vigueur en Europe.

Aprés l'identification botanique ; nous avons effectué un criblage préliminaire des
différentes familles de métabolites secondaires contenues dans les espéces en
question. La nature des principes chimiques mis en évidence des activités
pharmacologiques intéressantes. Il s’agit essentiellement des flavonoides,

Alcaloides, saponosides, terpénes, stérols et stéroides..

Puis nous avons abordé des tests antifongiques; huit souches de moisissures
isolées a partir de blé tendre importé ont été testées par les extraits, les résultats

montrent un effet antifongique remarquable par les plus part des extraits testés.

Les extraits d’Artemisia herba alba et d’Anivilla radiata ont montré biologiquement un
effet plus efficace que les autres plantes. De ce fait, les composés responsables de
ces propriétés biologiques pourraient servir de principes actifs dans la formulation

des conservateurs naturels dans les industries alimentaires et des biopesticides.

En fin ; les extraits aqueux des plantes sont testés sous technique : conservation par
enrobage. On a observé une diminution du taux de moisissures dans les échantillons
avant et aprés la durée de stockage donc ces résultats démontrent I'efficacité de

cette méthode de conservation.
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Perspectives et propositions

L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de I'usage
traditionnel des plantes étudiées et confirme encore une fois la pertinence des
remedes traditionnels dans le traitement de nombreux maux et infections. Mais ces
résultats ne constituent qu’'une ébauche dans le domaine de valorisation des plantes

et de recherche des antifongiques, il serait intéressant d’étayer ce travail par :

— Il est nécessaire de mettre au point des méthodes d’analyse pour les mycotoxines
et de faire des études plus poussées de la contamination par ces mycotoxines dans
le blé tendre au cours du stockage, ainsi que la contamination par les mycotoxines

avant et pendant la récolte.

— L’identification confirmative par méthodes génétiques (la PCR) des espéces

fongiques ;

— La purification et l'identification des principes actifs ;

— L’étude de la toxicité, afin de déterminer les doses thérapeutiques et des doses

|étales, car les remédes traditionnels souffrent beaucoup du probléme de dosages ;

— L’étude des modes d’action de ces composeés sur les différents microorganismes

s’impose a fin de les utilisé comme des agents de prévention et a intérét alimentaire ;

— Il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques et biologiques
sur ces especes afin d’isoler les molécules responsables des activités observées, ce

qui permettra d’élargir I'arsenal thérapeutique des médicaments a base de plantes ;

— Cette étude est en partie de l'usage traditionnel des plantes, mais aujourd’hui, avec
la rapide dégradation de I'environnement suivie de la disparition de nombreuses
especes vegetales, les études de pharmacognosie ne doivent plus se contenter
uniqguement des espéces qui font I'objet d’'un usage traditionnel, mais de toutes les
espéces disponibles au risque de laisser des molécules qui resteront a jamais

inconnues.
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Annexes

1- Liste des produits utilisés

- 2,6-Dichloro-4-nitroaniline (Cl,CgH2(NO3)NH, ; Cat : D6,782-0)
- Agar (VWR-PROLABO-09C110007-1KG)

- Acide acetique (CHERMINOVA)

- Aflatoxine B1 (LIBIOS. Batch : AF20)

- Acide acetique (Cherminova, CH3;COOH)

- Chloroforme (SIGMA-ALDRICH-CHROMSLOV® -CHCl3)

- Chloroforme (BIOCHEM- Chemopharma.o=1,060-1,1)

- Dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO4-MERCK-100g, Crist, tres pure.)
- Ethanol (LABORATORY Reagent- BIOCHEM CHEMOPHARMA-C;HgO)
- Extrait de malt (FLUKA analytical-Biochemika 70145-500G)

- PDA (SIGMA-ALDRICH-LIFE SCIENCE-P2182-250g)

- Magnisium sulfate (MgSO,4 — BIOCHEM Chemopharma -5009)
- Méthanol (SIGMA-ALDRICH®)

- Glycérol (Riedel-deHaen-D-3016SeelZe1)

- Nitrate se sodium trés pure (MERK)

- Extrait de levure (FLUKA, Biochemika-70161-5009)

- Phenol pure (Ridel-deHaen, 16016- CgHgO)

- Rose bengale (FLUKA-11950 , 509)

- Toluene (RIDEL-deHaen®- 24526)

- Fer Il sulfate (RECTAPUR™ —code article: 24240295)

- Paque d’ELISA (Celer AFLA cod.MA 211- Celer AFLA B1 cod.MA221- I'screen
OCHRA cod.OR361)
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2- Appareils
- pH-métre (HANNA instruments modéle 211)

- Autoclave (PBInternational ANNO 2007 Serial n® 028526)

- Rotavapeur (BUCHI Rotavapor R_200 + chauffe Ballon Type ER BIBBY )

- Bain-marie (MEMMERT Type : WNB9 —max 96 °C )

- Incubateur (Incucell -MMM Group- LSIS- B2V /IC111, 55L)

- Balance de précision (SARTORIUS, TE214S)

- Balance de pesé: Sartorius B 610 S, (Mettler, type B6C 200, Mettere E Mettler)

- Microscope-photonique trinoculaire (Leica, Leitz DM 2000)

- Lampe d’UV (SPECTROLINE® SERIAL N° 1282998)
- Plaque CCM (FLUKA-Silica Gel\TLC-Cards 60778)

- Lecteur des plaques d’ELISA (TECNA model 6+)

- Infratec™ (1241 Grain Analyzer 220-240V/110-120V,50-60Hz)

3- Composition des milieux de culture

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)
Pomme de terre (macération 500ml de
filtrat)

Sucrose

Agar

Eau distillée

Milieu CDA (Czapek Dox Agar)
Sucrose
KH2PO4
KCL
MgSO4
FeSO4

200 g
109
159
1000

30g

05¢g
05¢
0.01g
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NaNO3
Agar

Eau distillée

(Czapek Concentre)

NaNO3
KCL

MgSO4

FeSO4

Eau distillée
Milieu MEA (Malt Extract Agar)
Matiére Séche

Agar

Eau distillée

Milieu YES (Yeast Extract Sucrose)
Sucrose
Extrait de Levure

Eau distillée

Milieu CYA (Czapek Yeast Agar)
Czapek Concentre
KH2PO4
Extrait de levure
Sucrose
Agar

Eau distillée

39
159
1000

3049
59
59

01g

100 ml

50 g

59

1000
ml

409
209
1000

10 ml

59
30g
159

1000
ml
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Milieu G25N (25 % Glycérol Nitrate Agar)

KH2PO4 0.75¢

Czapek Concentre 7.5 ml
Extrait de levure 3.79
glycerol 250 g
Agar 12 g

Eau distillée 750 ml

Milieu AFPA (Milieu Sélectif pour A.flavus et
A.parasiticus)

Extrait de levure 209
peptone 10g
Citrate ferrique ammoniacal 05¢g
chloramphenicol 01g
Dichloran solution ethanolique a 0.2% 1 ml
Agar 1549
Eau distillée 1000
ml

Eau physiologique

NaCl 9g¢g
Eau distillée 1000

ml

Lactophenol

Phénol pure cristallisé 2049
Acide lactique 20 ml
Glycérol pure 20 ml
Eau distillée 40 ml
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Annexe01 : Résultats physicochimiques et biologiques des échantillons

PH
2008
5,81
5,95
6,47
6,27
6,14
4,63
5,79
5,03
4,97
5,22
5,36

OCOoO~NOGPAWN-=-

-—
- O

2009
6,29
5,34
6,32
5,42
6,81

4,83
5,31

6,65
6,25
6,38
5,82

HR (%)
2008 2009
158 135
15,52 14,63
1,9 12,13
13,6 15,65
13,93 11,15
16,95 16,15
14,91 1593
15,67 11,32
16,02 13,05
14,95 12,06
15,83 14,29

Annexe02 : Moyennes des résultats physicochimiques et biologiques des
échantillons

RECOLTE 2008
RECOLTE 2009
GLOBAL

4- RESULTATS

GC (%)
2008 2009
224 2,04
2,39 2,39
1,33 1,44
2,51 2,45
2,14 1,94
3,7 3,36
2,32 2,74
2,82 1,04
317 1,91
2,01 1,81
2,85 2,22

pH HR (%)

560+0,59 14,97+ 1,37
595+0,64 13,42 +4,34
577+0,63 14,20 + 3,54

FC (%)
2008 2009
51,33 40
45,66 43,33
26 38
31 40,66
38,66 20
76 54,33
28 48,66
48 27
55 44
27,66 29,33
36 43

GC (%)

2,49+0,63

2,15 £ 066

2,31+£0,65

FG(%)
2008 2009
79,998 95,33
72,996 95,33
40,664 95,996
53,371 85,33
81,33 83,332
76,19 69,996
67,998 79,996
93,996 77,864
87,998 89,33
85,998 83,33
90,664 97,864

FC (%)

42,12+15,12

32,23+9,96

40,53+12,60

FG(%)

82,77+7,73
89,99+6,59
85,98+7,79

FC M(%)
2008 2009
5998 9,33
3,998 7,43
5996 2,74
5,7465 5,998
4,662 3,996

714 6,664
6,664 3,996
4,662 533
7,332 3,998
3,996 3,33
3,096 1,998

FC M(%)
5,47+1,27
4,98+2,20
5,23£1,77

Annexe03 : Proportions de contamination par la méthode d’Ulster

Mucorales

Aspergillus spp

A.flavus
A.parasiticus
A.niger
A.fumigatus
A.ochraceus
A.clavatus
A.terreus
A.versicolor
Penicillium spp
P .verucosum
P.expansum
P.indicum
P.restrictum
Monilia spp
Total

Annexe05 : Proportions de contamination par la méthode d’Ulster modifié.

% GRAINS

%GRAINS

INFECTES2008

9,58
16,32
5,04
4,08
2,88
2,16
0,72
0,24
0,48
0,72
11,28
2,64
2,16
4,56
1,92
4,94
42,12

Mucorales

Aspergillus spp
Penicillium spp

Total

%ECHANTILLONS
INFECTES 2008

22,74
38,74
11,96
9,68
6,83
5,12
1,70
0,57
1,14
1,71
26,78
6,26
5,12
10,82
4,56
11,72
100

INFECTES 2008
2,6
6,8
4,7
14,1

%GRAINS
INFECTES2009

8,83
15,12
6
4,56
2,64
0,24
0,72
0,48
0,24
0,24
6,6
2,16
2,26
1,46
0,72
1,68
32,23

% GRAINS

%ECHANTILLONS

27,39
46,91
18,61
14,14
8,19
0,74
2,23
1,48
0,74
0,74
20,47
6,70
7,01
4,52
2,23
5,21
100

INFECTES 2009

1,7

6,2
5,8
13,7

INFECTES 2009
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Annexe06 : Proportions de contamination par la méthode de dilution.

Mucorales

Aspergillus spp (%)

A.flavus

A.parasiticus

A.niger
A.fumigatus
A.ochraceus

A.clavatus
A.terreus
A.versicolor
A.wentii
Penicillium spp

(%)

P.verucosum

P.expansum
P.indicum
P.restrictum

Monilia spp (%)
Eurotium spp (%)
Alernaria spp (%)
Fusarium spp (%)

Diameétre des
colonies

A.flavus
A.parasiticus

A.niger
A.fumigatus
A.ochraceus

A.clavatus
A.terreus

A.versicolor

A.wentii

DRBC
2008 2009
03,66 02,54
75,21 55,31
25,65 22,57
18,73 12,76
16,32 11,85
03,27 01,17
02,03 03,21
04,87 01,16
01,83 00,92
01,75 01,03
00,76 00,64
34,09 29,17
15,87 13,54
09,65 07,43
05,23 06,04
03,34 02,16
00,98 03,03
01,65 08,66
01,17 00,75
00,85 00,54

PDA CDA
2008 2009 2008 2009
05,53 08,98 25,76 21,09
49,45 43,75 58,47 64,35
18,43 15,13 22,97 29,35
15,78 18,24 20,52 21,04
05,24 01,68 04,48 06,74
03,53 01,32 03,76 01,82
01,42 02,47 02,84 01,47
01,07 01,53 00,79 02,01
02,05 03,38 01,72 01,33
00,60 00 01,39 00,59
00,53 00 00 00
33,65 38,74 15,77 14,56
14,43 13,98 08,53 02,81
05,26 09,90 00,35 02,05
11,56 09,22 06,03 08,58
02,40 05,64 00,86 01,12
01,64 01,54 \ \
06,38 03,08 \ \
02,57 01,04 \ \
00,78 02,87 \ \

Annexe07 : Identification des Aspergillus

MEA
25°C

81mm

60mm

50mm

78mm

65mm

56mm

66mm

34mm

34mm

37°C

53mm

42mm

40mm

86mm

30mm

34mm

44mm

35mm

30mm

CYA
5°C
/

/

29mm

20mm

/

/

/
25mm

Germination

G25N
25°C

56mm

/

/

40mm

52mm

56mm

58mm

29mm

25mm

Couleurs des colonies
MEA

Vert - jaunatre
Jaune-verdatre
Noir
Vert -gris.
Marron clair
Gris
Marron

Entre Vert et jaune

Vert foncé centre blanc
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Annexe08 : Identification des Penicillium

Diameétre des

colonies 25°C 25°C

P .verucosum

P.expansum

P.indicum

P.restrictum

Annexe09 :

Fungi

A.flavus

A.parasiticus

A.ochraceus

A.fumigatus

A.niger

P.expansum

F.oxysporum

32mm 24mm

24mm /

40mm 35mm

46mm 34mm

MEA CYA G25N

5°C

20mm

20mm

27mm

21mm

Couleurs des colonies /MEA

Vert +contour blanc

Vert Grisatre+blanc

Vert clair

Vert +beige

Résultats de I'effet antifongique de la plante 01

Solvant

Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol

18,44
21,18
14,16
14,93
30,25
3,1
21,69
28,57
4,44
16,93
26,36
2,86
4,28
16,93
0,72
St
54,83
St
49,42
34,39
1,5
42,86
39,97
26,76
8,07
29,52
7,26
6,42

1/5000 1/1000

60,76
32,75
15,72
38,49
53,85
17,32
63,41
46,21
10,59
50,23
40,46
18,17
35,05
28,21
9,09
21,51
76,83
10,7
47,09
58,19
9,4
51,2
47,67
34,35
23,53
7,4
5
57,27

1/500
72,08
43,19
21,49
51,6
61,2
34,38
46,95
59,49
24,07
76,49
63,45
28,3
82,3
49,04
18,21
50,82
61,53
37,29
56,78
82,05
36,45
57,66
58,13
51,33
70,46
56,25
22,31
32,29

1/250
78,28
59,88
19,43
78,08
75,97
72,09
66
90,47
59
83,48
74,6
35,95
80,46
52,35
19
51,77
64,73
82,67
59,72
83,51
37,9
50,56
72,9
74,67
68,47
34,05
30,28
71,81

1/100
80,8
63,19
27,27
78
76,8
70,11
71,21
62,71
79,08
84,22
73,33
71,17
94,01
82,88
24,66
68,66
70
40,49
60,07
85,14
36,9
60,75
77,56
75,38
71,17
47,66
41,5
88,27
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Alternaria sp

Annexe10 :

Fungi

A.flavus

A.parasiticus

A.ochraceus

A.fumigatus

A.niger

P.expansum

F.oxysporum

Alternaria sp

Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol

32,51
St
3,94
37,04

29,15
0,41
29,88
28,87

44,31

44,29
43,83

52,33
36,98
50,76
49,61

60
27,12
51,09
50,77

Résultats de I'effet antifongique de la plante 02.

Solvant

Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol

0
5,81
2,12

0

10,34
11,65
2,02
15,78
11,84
35,86
20,07
0
12,61
9,5
0
30,27
28,14
28,47
7,77
33,26
14,25
20,43
1,4
3,94
53,7
57,26
37,47
14,44
13,72

0

9,79
19,32

1/5000 1/1000

33,33
13,98
16,6
14,32
4,73
0
1,55
0
3,71
18,28
29,01
0
24,14
14,32
9,16
38,76
45,27
34,48
5,52
38,7
21,6
28,34
11,21
6,9
60,85
60,19
5,92
23,83
14,4
0,79
13,67
20,59

1/500
30,77
9,05
19,42
44,51
24,46
23,15
20,88
6,42
4
30,69
39,65
12,53
26,07
23,45
10,46
42,43
36,64
48,08
18,09
45,74
28,27
34,13
21
15,12
69,82
57,33
33,17
43,03
26,33
7,38
16,27
22,51

1/250
41,03
38,82
30,64
49,9
38,36
36,28
39,44
24,6
15,56
40,47
44,36
14,03
36,07
48,32
17,32
47,6
43,31
60,66
22,18
42,23
39,05
29,45
29,57
44,46
72,16
72,15
45,17
46,05
30,82
10,52
16,88
23,48

1/100
54,2
40,28
48,62
87,12
52,32
41,2
44,59
29,81
32,18
44,37
61,3
48,66
37,45
55,75
20,33
50,05
37,12
73,55
29,13
57,88
57
41,11
31,4
62,33
77,12
80,05
63,33
71,7
49,99
15,41
22,25
42,87
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Annexe11

Fungi

A.flavus

A.parasiticus

A.ochraceus

A.fumigatus

A.niger

P.expansum

F.oxysporum

Alternaria sp

Annexe12 :

Fungi

A.flavus

Solvant
1/5000 1/1000 1/500
Petrol ether 0 33,33 30,77

Chloroform 5,81 13,98 9,05
Ethyl acetate 2,12 16,6 19,42

Methanol 0 14,32 44,551
Petrol ether 10,34 4,73 24,46
Chloroform 11,65 0 23,15
Ethyl acetate 2,02 1,55 20,88

Methanol 15,78 0 6,42

Petrol ether 11,84 3,71 4
Chloroform 35,86 18,28 30,69
Ethyl acetate 20,07 29,01 39,65
Methanol 0 0 12,53
Petrol ether 12,61 24,14 26,07
Chloroform 9,5 14,32 23,45
Ethyl acetate 0 9,16 10,46
Methanol 30,27 38,76 42,43
Petrol ether 28,14 45,27 36,64
Chloroform 28,47 34,48 48,08
Ethyl acetate 7,77 5,52 18,09
Methanol 33,26 38,7 45,74
Petrol ether 14,25 21,6 28,27
Chloroform 20,43 28,34 34,13

Ethyl acetate 1,4 11,21 21
Methanol 3,94 6,9 15,12
Petrol ether 53,7 60,85 69,82
Chloroform 57,26 60,19 57,33
Ethyl acetate 37,47 5,92 33,17
Methanol 14,44 23,83 43,03
Petrol ether 13,72 14,4 26,33
Chloroform 0 0,79 7,38
Ethyl acetate 9,79 13,67 16,27
Methanol 19,32 20,59 22,51

1/250
41,03
38,82
30,64
49,9
38,36
36,28
39,44
24,6
15,56
40,47
44,36
14,03
36,07
48,32
17,32
47,6
43,31
60,66
22,18
42,23
39,05
29,45
29,57
44,46
72,16
72,15
45,17
46,05
30,82
10,52
16,88
23,48

: Résultats de l'effet antifongique de la plante 03.

1/100
56,23
39,55
33
62,18
41,3
49,29
37,15
28
43,25
57,09
42,48
22,49
46,15
51,5
19,72
83,66
48,21
66,38
27,74
44,1
41,31
32,04
30,72
45,02
70,99
72,45
45,56
49,3
41,88
24,02
28,54
22,47

Résultats de I'effet antifongique de la plante 04.

Solvant
1/5000 1/1000 1/500
Petrol ether 12,57 15,37 17,29
Chloroform 8,11 10,05 12,56
Ethyl acetate 3,33 7,64 21,2
Methanol 24,14 31,79 29,7

1/250
14,98
19,23
20,86
40,78

1/100
19,8
28,16
32,63
52,55
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A.parasiticus

A.ochraceus

A.fumigatus

A.niger

P.expansum

F.oxysporum

Alternaria sp

Annexe13:

Fungi

A.flavus

A.parasiticus

A.ochraceus

Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol

0
0
16,91
13,01
3,92
5,02
19,67
15,45
14,85
18,63
14,57
18,35
5,24
13,73
16,13
11,6
10,05
33,27
27,88
31,48
3,45
23,14
6,71
20,6
0
16,58
1,7
17,95

7,09
6,28
21,35
24,22
12,37
13,41
13,52
21,14
18,27
19,84
15,66
23,66
7,33
12,29
23,51
21,01
28,12
41,16
30,97
36,92
29,4
15,62
22,44
17,43
12,21

8,54
14,13
24,07
24,88
18,89
16,83

23,1
27,75
25,43
21,18
21,32
28,16
24,24
16,33
25,96
22,52
31,44

56
36,98

54,7

33,8
43,58

17,6

27,3

17,3
21,02
33,01

8,63
17,15
30,46
25,04
27,35
28,16
30,11
45,2
26,83
21,81
22,57
32,99
26,61
29,12
33,02
26,82
36,93
56,38
44,47
65,39
29,07
55,33
29,03
19,33
24,71
30
26,04

8,78
16,07
33,73
34,73
43,36
28,27
32,07
59,33
28,72
29,75
25,18
36,56

31,8
31,52

38

28,7
34,04
63,65
51,72
67,18
34,93
61,83
18,77
32,88

26,3
27,19
31,49
36,96

Résultats de I'effet antifongique de la plante 05.

Solvant

Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol
Petrol ether
Chloroform
Ethyl acetate
Methanol

1,28
51,73
10,45
12,34
4,84
22,27
0
1,64
4,96
29,21
24,78
0

1/5000 1/1000

32,38
44,74
17,65
26,98
14,09
22,21
0
4,35
49,56
44,58
41,41
9,55

1/500
41,51
52,58
20,28
28,55
25,82
26,28
0,27

13,55
59,37
46,3

47,6

16,97

1/250
55,16
59,61
33,34
35,13
41,65
39,12
1,23
21,91
66,03
52,26
61,07
29,76

1/100
72,14
59,15
68,03
47,59
56,32
53,84
3,8
41,21
73,15
66,17
68,31
40,95
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A.fumigatus Petrol ether 22,08
Chloroform 0,86
Ethyl acetate 0
Methanol 33,92
A.niger Petrol ether 12,42
Chloroform 30,34
Ethyl acetate 30,9
Methanol 0
P.expansum  Petrol ether 38,17
Chloroform 23,15
Ethyl acetate 32,21
Methanol 8,42
F.oxysporum Petrol ether 21,32
Chloroform 24,46
Ethyl acetate 11,4
Methanol 33,69
Alternaria sp  Petrol ether 28,14
Chloroform 6,48
Ethyl acetate 20,88
Methanol 19,84
Annexe14
FC FCP1
2008 77,25 40,66
2009 55 43,33
2010 76,96 38
2011 66,14 40
2012 72,996 54,33
FC FCP2
2008 53,33 44,57
2009 58 58,07
2010 64,23 49,16
2011 52,84 51,02
2012 74,3 71,55
FC FCP3
2008 72,64 54,48
2009 69,21 68,22
2010 73,32 49,62
2011 55 57,12
2012 57,22 55,89

29,79
11,41
4,62

34,89
15,33
32,84
29,01
19,42
39,74

28

42,01
33,84
42,63
37,47
28,88
37,15
16,87

34
43

2008
2009
2010
2011
2012

2008
2009
2010
2011
2012

2008
2009
2010
2011
2012

37,01
13,2
6,76

36,26

20,88

54,72

33,26

38,76

46,44

18,14

29,21

50,74

56,16

34,48

33,37

44,19

19,74
28,4

35,99

55,99

FC
59,33

51,66
57
46,73
58,17

FC
58,25

54,47
77,28
49,86
64,66

FC
53,84

71,4
62,03
47,98
59,65

34,8
26,24
10,64
36,49
22,14

59
41,41
45
53
31,94
49,23
64,19
71,25
41,74
43,31
64,18
24,17
33
45,11
75,11

: résultats d'enrobage des grains de blé

50,52
48,06
23,95
34,86
37,45
71,33
45,74
60,66
77,12
37,54
60,48
81,37
80,39
54
57,06
84,61
31,81
29,47
50,3
80,3

FCP4
48,66

44
31
29,33
43,22

FCP5
45,66

51,33
54,33
38,66
60,48

FCP6
47,8

66,64
57,54
53,31
48,98
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Annexe15 : résultats des rendement d'extraction.

Anvillea Aristida Artemisia Asphodelus Capparis  Salsola
radiata pungens  herba tenuifolius spinosa vermiculata

alba
Ether de 8,8 5,8 11,3 3,9 7,8 8,9
pétrole
Chloroforme 15,7 8,5 13,2 7,8 8,9 9,3
Acétate 16,3 6,7 14,6 8,1 9,3 13,2
d’éthyle
Méthanol 18,8 6,3 18,9 10,2 9,8 14,5
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fungi
mucorles

aspergilus
sp
A flavus
A,parasitic
us

A niger
A,fumigatu
s
A,ochraceu
s

A,clavatus
A, terreus

A,versicolor
Penicillium
sp
P,verucosu
m
p,expansu
m

P,indicum

P,restricum

%
grain
sinf
8,58
14,7

2
4,33

2,66
2,34

2

1,68
1,22
0,18
0,31

7,02

2,5

1,77
1,75

Plante
1
%

% gr, inf gr,inf,t

after
9,58

16,32
5,04

4,08
2,88

2,16

0,72
0,24
0,48
0,72

11,28
2,64

2,16
4,54
1,92

rai
8,03

14,11
4,98

4,57
2,64

0,24

0,72
0,48
0,24
0,24

6,6
2,16

2,26
1,46
0,72

Annexe16 : Résultats effet antifongique de la méthode d'enrobage.

%gr,inf,
trai,after
1,7

6,2
2,23

1,36
0,47

0,86

1,02
0
0,26
0

5,8
2,02

1,83
1,4
0,55

Plante
2
%
gr,inf,t
rai
7,35

15,01
6,21

4,8
1,2

0,7

0,57
0,71
0,53
0,29

5,74
2,07

2,31
1,36
0

%gr,inf,
trai,after
3,4

8,22
3,33

2,86
0,47

0,86

0,2
0,11
0,21
0,18

4,8
1,98

1,8
1,2
0

Plante
3
%
gr,inf,t
rai
9,51
12,58
4,46

2,72
3,09

0,31

0,84
0,16
0
0

6,37
2,12

2,6
0,44
1,21

%gr,inf,
trai,after
2,33

10,64
3,33

2,6
2,24

0,86

1,02
0,42
0,17
0,3

6,02
2,02

1,88
0,97
1,15

Plante
4
%
gr,inf,t
rai
6,85

14,36
3,84

3,26
3,04

1,24

0,88
1,06
0,54
1,04

8
1,78

3,21
0,51
2,5

%gr,inf,
trai,after
0,65

9,62
2

1,2
2,45

1,11

0,71
1,2
0,38
0,57

6
1,55

1,84
0,88
1,53

Plante
5
%
gr,inf,t
rai
7,99

13,61
5,01

4,75
1,52

0

1,02
1,31

4,95
1,73

1,64
1,46
0,12

%gr,inf,
trai,after
4,18

5,24
2,23

1,36
0,47

0

0,92

0,26

2,93
1,82

0,88
0,23

Plante
6
%
gr,inf,t
rai
8,17

17,41
6,18

4,76
6,02

0,45

o O O o

5,6
1,08

1,24
1,8
1,48

%gr,inf,
trai,after
2,09

12,67
4,87

2,32
4,8

0

0,51

0,17

2,59
1,01

0,5
0,87
0,21
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5- Les planches:

Annexe17: Exemple des échantillons aprés le prélevement élémentaire du blé
tendre.

Annexe18 : Microscopique avec l'appareil photo utiliser pour microphotographie.
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Annexe19 : Planche de quelques espéces fongiques identifiées.

183



Annexes

Annexe20 : Planche de quelques espéces fongiques observées par microscope
photonique.
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Annexe22 : Comparaison des diamétre de croissance des espéces avant et aprés
I'ajout des extraits.
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Annexe24 : Isolement des moisissures sur le DRBC.
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Annexe26 : Résultats de l'effet antifongique des extraits de plantes.
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ABSTRACT

Algerian aride zone is rich with medicinal plant, Salsola vermiculata is one of the most
traditional plant remedies in Bechar region. in this work, we tried to test the inhibitory effect
on eight storage soft wheat fungi of various extracts of Salsola vermiculata in vitro and vivo
by using grain storage by the coating method.

The phytochemical screening of plants showed the detection of tannins, saponisides and
flavonoids.

The results show a remarkable antifungal effect by most of the extracts tested. The decrease in
the level of fungi observed in wheat samples demonstrates the effectiveness of grain storage
by the coating method.
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1. INTRODUCTION

storage of wheat is necessarily necessary against the damage of natures or wars ... and also for
food security (nutrition). Several methods are used for grain storage:

Traditional methods such as open-air storage and underground storage, but these two modes
present a high risk of alteration [1].

In modern methods in co-operatives and warehouses, silos which are previously constructed
of wood, are now, usually made of reinforced concrete, sometimes made of metal. Wheat
inside is protected from cold, heat and humidity. They are divided into smooth-walled,
perfectly watertight cells. Many drying systems, by ventilation of hot air, have been
developed and can be used to preserve the grain of wheat under good conditions [2].

There are several factors of alteration of common wheat during storage; Mold is the major
cause of microbial alterations in stored grains [3].

Our work constitutes the effectiveness of the coating method and the valorization of Salsola

vermiculata an endemic Algerian Saharian plant.

Fig.1. Salsola vermiculata (2016)

2. MATERIALS AND METHODS

(i) Sampling
Sampling of soft wheat is carried out in accordance with ISO 13690, Official Journal of the
European Union, and a practical guide for the quality control of cereals and protein crops.
The areal part of Salsola vermiculata was collected during the flowering phase from March to
June from kanadssa Bechar Algeria (31°33'15.6"N °25'04.0"W), washed and dried at room
temperature. They were identified at Laboratory of Plants’ Resources and Food Security in
Semi-arid Areas, South-West of Algeria, University of Bechar - BP 417, Bechar (08000),
Algeria.
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(i1) Isolation and identification of molds
Aspergillus  flavus, Aspergillus ochraceus, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus parasiticus, Fusarium sp and Penicillium sp eight strains were isolated from
french imported soft wheat and purified in Laboratory of Plants’ Resources and Food Security
in Semi-arid Areas, South-West of Algeria, University of Bechar - BP 417, Bechar (08000),
Algeria.
Phytochemical screening
The plant of S. vermiculata was phytochemically screened by traditional methods according
to the method of Harborne* (1973) and Bruneton[5] (1993).
(iii)Extraction
Extraction is carried out by two methods:
1-The extraction under reflux was renewed three times every 2 hours. The extracts were
filtered off and evaporated to dryness under reduced pressure. The solvent was chosen
according to the polarity gradient: petroleum ether, chloroform, ethyl acetate and methanol.
2- In a monocolar flask, surmounted by a refrigerant, 10 g of plant material is placed in
Present of 60 ml of water. The whole is brought to reflux for one hour. Then, the Mixture is
filtered
(iv)Evaluation of antifungal effect
The antifungal tests are carried out according to the method reported by Remmal[6] & al.,
(1993), Farah[7] & al., (2001), Satrani[8] & al., (2001). Percentage inhibition was calculated
from the following equation’:
Percentage inhibition= (1-Da/Db)*100
Da : The diameter of the growth zone of the test.
Db : The diameter of the growth zone of the control
(v) Storage by the coating method
The plants extracts were used to coat the grains. The wheat is then dried and stored in the
flasks; Each flask contains 1 kg of soft wheat. The effectiveness of these methods is evaluated
by post-drying and post-storage analyzes after one year of storage with a one-year period
from November 2014 to November 2015. And then compare the fungi contamination found

according to the method of Mills[10] (1978).

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

(1) Phytochemical screening
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The preliminary evaluation of the phytochemical composition of the plant selected for this

study a permit to demonstrate the presence of some chemical groups; flavonoids, saponins,

tannins, sterols and terpenoids are present in Salsola vermiculata[11] (table 01). Four groups

of bioactive compounds are present: sterols and triterpenes, flavonoids, tannins and

saponins[12-13].That explain the biological activity of a particular chemical family

According to Traoré [14], 2006; In the field of ophthalmology, the effects of saponosides

relate to antifungal activity. Bruneton[15] (1999) and Kurkin[16] (2003) have shown that

simple phenols, phenolic acids and flavonoids possess anti-inflammatory and anti-

haemorrhagic properties, antibacterial and antifungal properties, in particular with regard to

phytopathogenic organisms.

Table 1. Phytochemical screening of Salsola vermiculata

Steroids
Chemical _ _ _ ' ' .
Alkaloids | Flavonoids | Tanins | Coumarin | Quinon and Saponosides
groups
Terpenes
Results + + + + +/- + +/-

+: Presence; -: not detected
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Fig.2. The action of the different concentrations of the extracts tested of Salsola vermiculata

on the growth of molds studied subjected.

(1) Antifungal effect and Storage by the coating method
The results show a remarkable antifungal effect by most of the extracts tested. Comparing the
effects of the extracts shows a difference; the tests carried out showed that strains were more
or less resistant to the effects of acetyl ethyl extracts than the others. On the other hand, the

highest antifungal activity was obtained with the methanolic extracts of the plant, Figure 2.
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The aqueous extracts of the plants are tested under technique conservation by coating showed
a reduction of numbers of individual species isolated and the percentage of grain
contaminated during a storage period. The decrease in the level of fungi observed in wheat

samples demonstrates the effectiveness of this method of conservation, Figure 3.
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Fig.3. Test results of Storage by the coating method relating to the frequency of
contamination of the molds (FC: frequency of contamination without the addition of extract,

FCCs: frequency of contamination with | Addition of Salsola vermiculata extract.

Indeed through the composition that is highly diversified plant extracts can be act at several
levels on sensible mold. The mechanism of action of extracts on fungal flora is unclear, but
the majority of reports indicate that their activity is on the one hand by:

Morphological modifications of hyphae[17];

Direct perturbation of the fungal cell membrane[18];

Modification on genetic cells[19];
The antifungal activity of the extracts of Salsola vermiculata remains very limited compared
to the other plants studied. However, another work was done on the antifungal activity of
some plants in southern Tunisia by Bouaziz [20] ef al. In 2009 concluded that the methanolic
extract of S.vermiculata did not inhibit the growth of 4. niger. While Mughal [21] in his
works in 2008 showed that the methanolic extract of Salsola kali showed an important
activity against A.flavus. However, Jin (2011)[22] showed that the extracts of Salsola kali
have positive antifungal activity. The richness of this plant in saponins gives it very variable

biological activities, for example the antimicrobial effect.
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The type and level of biological activity exhibited by any plant material depends on many
factors, including the plant part, geographical source, soil conditions, harvest time, moisture

content, drying method, storage conditions, and post-harvest processing [23].

4. CONCLUSION

According to these results, we can predict that the extracts of Salsola vermiculata are very
effective natural antifungals and can be a very important source of plant protection due to its
antifungal activity.

A significant decrease in percentage of grain contaminated during twelve months of storage
demonstrates the effectiveness of of grain storage by the coating method.

Further studies on these wild plants are necessary and should seek to determine toxicity of

active constituents.
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Résumé

Les champignons toxinogénes sont des contaminants
naturels des céréales (le blé tendre...). Et les plantes
occupent une place importante dans la recherche des
substances antifongiques.

Pour cela, une enquéte mycologique sur un total de 50
échantillons de blé tendre, importé et commercialisé au
Nord et au sud d’Ouest algérien, ont été prélevés de
différents navires accostés au niveau du port de
Mostaganem. En suite six plantes (Anvillea radiata,
Aristida pungens, Artemisia herba alba, Asphodelus
tenuifolius, Capparis spinosa et Salsola vermiculata) ;
ont été récoltées sur les sites différents de sud
d’Algérie; intégrer pour le test antifongique.

Dans ce travail, on a analysé le taux de contamination
des échantillons par les moisissures, en utilisant, la
méthode d’'ULSTER, et en utilisant, également, la CCM
pour la détection des mycotoxines. En suite on a testé
cing extraits in vitro sur huit souches de moisissures et
in vivo pour confirmer l'efficacit¢ de la méthode de
stockage par enrobage.

Le taux de contamination des échantillons par les
moisissures a enregistré une grande valeur de
46,008 % ; Aspergillus a été le genre le plus dominant
(46,10 %) ; Penicillium et Mucorales ont été peu
fréquents (22,20 % et 27,44 % respectivement); et
Monilia a été le genre le moins abondant dans les
échantillons analyseés.

Parmi les Aspergillus (A.Flavus et A.Parasiticus), on a
trouvé que 90% des especes identifiés sont
potentiellement toxinogénes. La détection des
mycotoxines a révélé que 40,90 % des échantillons
sont contaminés.

Tous les extraits étudiés ont exercées un trés bon
pouvoir antifongique notamment avec les extraits des
plantes (Anvillea radiata, Artemisia herba alba).

Il existe une variabilité dans I'efficacité d’inhibition ; il
dépend de la composition chimique de chaque espéce
de plantes, il dépend de la concentration des extraits et
il dépend de I'espéce fongique.

Les résultats montrent un effet antifongique
remarquable par la plupart des extraits testés. La
diminution du niveau de champignons observé dans les
échantillons de blé démontre l'efficacité du stockage
des grains par la méthode d’enrobage.
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Mots-clés: Blé tendre, moisissures, plantes
médicinales, effet antifongique, stockage par enrobage.

Abstract

Toxinogenic fungi are natural contaminants in cereals
(soft wheat...) and plants play an important role in the
search for antifungal substances.

To this end, a mycological survey of a total of 50
samples of soft wheat imported and marketed in the
North and South West of Algeria was taken from
various vessels docked at the port of Mostaganem. Five
plants (Anvillea radiata, Aristida pungens, Artemisia
herba alba, Asphodelus tenuifolius, Capparis spinosa
and Salsola vermiculata); Were harvested from different
sites in the south of Algeria; For the antifungal test.

In this work, the contamination rate of the samples was
analysed by molds, using the ULSTER method, and
also using TLC for the detection of mycotoxins. As a
result, five in vitro extracts were tested on eight mold
strains and in vivo to confirm the effectiveness of the
coating method.

The contamination rate of the samples by molds
recorded a high value of 46,008%; Aspergillus was the
most dominant genus (46.10%); Penicillium and
Mucorales were infrequent (22.20% and 27.44%
respectively); And Monilia was the least abundant in the
samples analysed.

Among the Aspergillus (A.Flavus and A. Parasiticus),
90% of the identified species were found to be
potentially toxinogenic. The detection of mycotoxins
revealed that 40.90% of the samples are contaminated.
All the extracts studied exerted a very good antifungal
effect notably with the extracts of the plants (Anvillea
radiata, Artemisia herba alba). There is variability in
inhibitory efficacy; It depends on the chemical
composition of each plant species, it depends on the
concentration of the extracts and it depends on the
fungal species.

The results show a remarkable antifungal effect by most
of the extracts tested. The decrease in the level of fungi
observed in wheat samples demonstrates the
effectiveness of grain storage by the coating method.

Keywords: Soft wheat, molds, medicinal plants,
antifungal effect, storage by coating.
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