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Résumeé

Ce travail a pour objectif de déterminer en premier lieu le profil chimique des
différentes huiles essentielles (HES) du Citrus limon L. var. Elreka (C. limon), Citrus sinensis
L. var. Valencia (C. sinensis), Cuminum cyminum L. (C. cyminum), Coriandrum sativum L.
(C. sativum), Laurus nobilis L. (L. nobilis), et Thymus capitatus L. (T. capitatus), ensuite
déterminer leur pourvoir d’inhibition de la croissance de Aspergillus flavus E73 (A. flavus)
ainsi que sur la production de I’ AFB1. La fungitoxicité, |’ activité antioxydante, la teneur en
phénols, laphytoxicité et I’ effet in vivo ont également été évaluées.

De bons rendements en HEs ont éte enregistrés pour les diff érentes matiéres végétaes, le
rendement le plus élevé est celui de L. nobilis (1,13%), suivi par C. cyminum (1,08%), T.
capitatus (0,82%), C. sativum (0,7%), C. limon (0,62%) et en dernier lieu C. sinensis (0,55%).
Les HEs obtenus ont éé caractérisées par chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (CG/SM). Les analyses ont révélé que le limonene est |e composé
majortaire desHEs de C. sinensis (82,6 %) et C. limon (54,95 %). Les HEs de C. cyminum et
C. sativum ont été dominées par le cuminadehyde (65,98%) et le linalol (78,86%),
respectivement. Le 1,8-cinéole (35,54%) est le composé le plus dominant dans I'HE de L.
nobilis tandis que I'HE de T. capitatus a é&é caractérisée par prédominance de deux
composants, le thymol (25,82%) et le lina ol (23,40%).

Une corréation positive entre la diminution subségquente de la croissance de I’ A. flavus
E73, de la biomasse mycélienne et |a production d’ AFB1 et la présence des HEs. L’inhibition
compléte a été enregistrée a 1,75 mg/ml pour C. limon, 2,00 mg/ml pour C. sinensis, 1,25
mg/ml pour C. cyminum, 1,50 mg/ml pour C. sativum, 1,75 mg/ml pour L. nobilis et
finalement 1,00 mg/ml pour T. capitatus.

La fungitoxicité des HES a été estimée sur neuf (09) moisissures a savoir Aspergillus
carbonarus (A. carbonarus), Aspergillus fumigatus (A. fumigatus), Aspergillus niger (A.
niger), Aspergillus ochracus (A. ochracus), Aspergillus tamari (A. tamari), Aspergillus
terreus (A. terreus), Fusarium sp., Penicillium sp. et Rhizipus sp .Les HES sont efficaces
envers ces Moisissures toxinogenes.

Les activités de piégeage du radical DPPH, |’ oxydation des lipides du couple S-caroténe
/acide linoléque ont montré des activités modérées. En outre, ces dernieres ont été utilisées
comme marqueurs pour I’éucidation de I'inhibition & base d antioxydants de la biosynthese
d AFB:.

Au cours du test phytotoxique, les HES (sauf pour L. nobilis) n’ont pas manifesté un
effet néfaste sur la germination des graines de blé de HD1220 (Hiddab) et d AS 81189 A (Ain
Abid) montrant leur caractére non phytotoxique. Ces HEs ont également montré une efficacité
prononcée in vivo fournissant jusqu'a > 75% de protection des graines de blé des deux
variétés de la contamination par A. flavus E73.

Tous ces résultats ont révélé que les HEs de C. limon, C. sinensis, C. cyminum, C.
sativum, L. nobilis et T. capitatus constitueraient une solution appropriée pour laformulation
d’ additifs alimentaires a base de plantes/conservateurs contre la biodétérioration des aliments
provenant des moisissures du stockage ainsi que leur contamination par I’ AFB;1.

Mots clés: Huiles essentielles, Aspergillus flavus E73, Activité antifongique, AFB1, Activité
antioxydante, Phytotoxique, BIé€.



Abstract

The aim of this work is to study the chemical profile of the essentia oils (EOs) of
Citrus limon L. (C. limon), Citrus sinensis L. (C. sinensis), Cuminum cyminum L. (C.
cyminum), Coriandrum sativum L. (C. sativum), Laurus nobilis L. (L. nobilis) and Thymus
capitatus L. (T capitatus) the inhibition of A. flavus E73 growth and the production of AFB:.
Fungitoxicity, antioxidant activity, phytotoxicity and in vivo effect were also evaluated.

The tested local plants showed better yields of EOs, the highest being that of L.
nobilis (1.13%) followed by C. cyminum (1.08%), T. capitatus (0.82%), C. sativum (0.7%),
%), C. limon (0.62%) and finaly C. sinensis (0.55%). The obtained EOs were characterized
by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). The analyzes revealed that
limonene was the major component of the EOs of C. sinensis (82.6%) and C. limon (54.95%).
The EOs of C. cyminum and C. sativum were dominated by cuminaldehyde (65.98%) and
linalol (78.86%), respectively. 1,8-cineole (35.54%) was the most dominant compound in L.
nobilis, EO while T. capitatus, EO was predominantly composed of two components, thymol
(25.82%) and linalol (23.40%).

A positive correlation between the subsequent decreases in A. flavus E73 growth,
mycelial biomass and AFB: production by the toxigenic strain with increasing EOs
concentrations was found in all treatment sets. Complete inhibition was found to be 1.75
mg/ml (C. limon), 2.00 mg/ml (C. sinensis), 1.25 mg/ml (C. cyminum), 1.50 mg/ml (C.
sativum), 1.75 mg/ml (L. nobilis) and 1.00 mg/ml (T. capitatus). The fungitoxicity of EOs was
estimated against nine food borne molds, namely A. carbonarus, A. fumigatus, A. niger, A.
ochracus, A. tamari, A. terreus, Fusarium sp., Penicillium sp. and Rhizipus sp. EOs were
effective against these toxigenic molds.

In vitro antioxidant activities demonstrated that DPPH radical scavenging activities,
B-carotene/linoleic acid lipid oxidation had moderate activity. In addition, these EOs have
been used as markers for the elucidation of antioxidant-based inhibition of AFB1 biosynthesis.
During the phytotoxic test, EOs (except L. nobilis) did not show a detrimental effect on the
germination of wheat seeds of HD1220 (Hiddab) and AS 81189 A (Ain Abid) showing their
non-phytotoxic. The EOs aso showed a pronounced in vivo efficacy in the food system
providing up to > 75% wheat seed protection from both varieties of A. flavus E73
contamination. The results from this study indicate that the EOs of C. limon, C. sinensis, C.
cyminum, C. sativum, L. nobilis and T. capitatus would be an appropriate solution for the
formulation of plant-based/preservative food additives against the biodeterioration of food
from storage molds and lipid peroxidation and their contamination by AFB:.

Key words. Essential oils, Aspergillus flavus E73, Antifunga activity, AFB1, Antioxidant
activity, Phytotoxic, Wheat seed.
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AF-AL B: aflatoxine-albumine.

AFAR: Aldéhyde reductase d’ aflatoxine.

AFBai: Aflatoxine Bs.

AFNOR: Association Francgaise de Normalisation.

AFSSA: Agence Francai se de Sécurité Sanitaire des Aliments.

ATP: Adénosine Tri Phosphate.

aw: Activitedel’eau (activity of water).

BHT: Butyl-hydroxytoluéne.

CAM: Milieu abase d’ extrait de noix de coco gélosé (Coconut Agar Medium).
CCM: Chromatographie sur couche mince.

CE: Commission Européenne.

CIRC: Centre International de Recherche sur le Cancer.

CMF: Concentration minimale fongicide.

CMI: Concentration minimale inhibitrice.

CYA: Milieuabase d extrait delevure et Czapek gélosé (Czapek Y east Agar).
CYP: Cytochromes P.

DMAST: Diméthyl allyl transférase.

DM SO: Diméthyl sulfoxyde.

DO: Densité optique.

DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl.

DRBC: Milieu a base de dichloran rose Bengale chloramphénicol gélosé (Dichloran Rose
Bengale Chloramphenicol Agar).

EM X: Enzymes du métabolisme des xénobiotiques.

FAO: Organisation des nations unies pour |'alimentation et I'agriculture (Food and
Agriculture Organization).

G25N: Milieu abase de nitrate de glycérol gélosé (Glycerol Nitrate Agar).
GC: Chromatographie en phase gazeuse.

GST: Glutathion S-transférase.

HE: Huile essentielle.

HR: Humidité relative.

HSCAC: Aluminosilicates de sodium calcium hydratés.

|A: Indiced acide.
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I ntroduction

Le probléme aimentaire est le plus urgent, le plus permanent et le plus contraignant
gue toutes les sociétés ont a résoudre. Le stockage et ses modalités, sont un éément
déterminant des stratégies possibles, et I’un de ceux sur lesguels le milieu physique fait peser

les contraintes les plus lourdes.

Les moisissures sont des micro-organismes ubiquitaires avec une grande capacité a
coloniser différents types de substrats et de proliférer sous conditions environnementales
extrémes (Nguefack et al., 2009). IIs atérent diverstypes d’ aiments a savoir les cérédes, les
l[égumineuses, les épices, les légumes, les fruits, etc. et produisent également des
mycotoxines. Parmi toutes les mycotoxines, |’ aflatoxine B1 (AFB1) produit par Aspergillus
flavus et Aspergillus parasiticus est la forme la plus toxique (hépatotoxique, tératogene et
mutagene) pour les mammiferes (Frisvad et al., 2005, Prakash et al., 2010; Prakash et al.,
2011; Reddy et al., 2011). Elle a été classée comme cancérogene humain de catégorie 1 par
I’ Agence Internationale de Recherche sur le Cancer. Elle est thermostable, résistante aux
procédés de cuisson et de stérilisation. |l est également stable au cours d'un stockage
prolongé, et les produits contaminés conservent leurs contaminations intactes pendant
plusieurs années (Rubert et al., 2012). La lutte chimique demeure la principale mesure pour
réduire I'incidence des contaminations post-récoltes des denrées alimentaires. En effet, les
produits antimicrobiens appartenant aux groupes des benzimidazoles, les hydrocarbures
aromatiques et des inhibiteurs de la biosynthése des stérols sont souvent utilisés pour les
traitements post-récoltes (Amiri et al., 2008). Cependant, I’ application & des concentrations
élevées de ces produits chimiques synthétiques dans une perspective de contrdle post-récolte
des denrées aimentaires augmenterait le risque de résidus toxiques dans les produits
alimentaires (Moosavy et al., 2008). En raison de la sensibilité croissante des consommateurs
a cette pollution résiduelle et les effets toxiques de nombreux fongicides de synthése,
I’'importance de I’ utilisation de produits alternatifs naturels devient une réalité (Prakash et al.,
2012). De méme, la restriction imposée par I'industrie alimentaire et les organismes de
réglementation sur I’ utilisation de certains additifs alimentaires synthétiques ont conduit a un
regain d'intérét dans la recherche d'aternatives, comme des composés antimicrobiens
naturels, en particulier ceux d’origine végétale (Hammer et al., 1999). Les huiles essentielles
(HES) possedent dimportante activités dont celle antimicrobienne est la plus étudiée
(Hammer et al., 2003; Y ehouenou et al., 2010; Djenane, 2015; Djenane et al., 2018, 2019).
L’ utilisation des HES, en tant gu’ agents antimicrobiens présente deux avantages principaux: le
premier est leur origine naturelle qui signifie plus de sécurité pour le consommateur et
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I’environnement et la seconde est qu'elles ont éé considérées a faible risque de
dével oppement de la résistance par des microorganismes pathogenes (Tatsadjieu et al., 2010).
Plusieurs études ont révélé que les HEs pourraient constituer donc, une source intéressante
d’ antifongiques alternatifs (Souza et al., 2005; Deabes et al., 2011; Mishraet al. , 2012 ; da
Cruz Cabral et al., 2013; Kediaet al., 2014; Stevic et al., 2014).

C'est dans cette optique que se situent nos objectifs principaux et, qui se résument
dans les volets suivants:

- Extraction et caractérisation des HEs de six planteslocales (Citruslimon L., Citrus
sinensis L., Cuminum cyminum L., Coriandrum sativum L., Laurus nobilis L., et Thymus
capitatus L.).

- Tester leur activité antifongique contre la souche aflatoxinogene Aspergillus flavus
E73.

- Caractériser leur potentiel anti-afl atoxinogéne.

- Tester leur fungitoxicité sur des moisissures.

- Evaluer leur activité antioxydante.

- Tester leur phytotoxicité.

- Et enfin, étudier in vivo leur effet biologique sous forme de vapeurs appliquées sur

les semences de blé.
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|.1. Généralités sur les moisissures et les mycotoxines

|.2. Moisissures

Le terme de «moisissure» n'a pas réelement de signification systématique; il est
communément utilisé pour désigner des champignons microscopiques filamenteux qui ont de
I’'importance dans les différentes industries humaine et dans I’environnement, de fagon
bénéfigue ou néfaste (Leyra et Vierling, 2001). Les moisissures sont constituées par des
filaments ramifiés, les hyphes, dont I’ ensemble est connu sous le nom de mycélium. Elles sont
classées dans le regne des champignons. Au sein de ce régne et, selon certains auteurs, il
existe entre 65 000 a 100 000 especes différentes, les moisissures constituent un ensemble
hétérogene d’ environ 20 000 especes (Pinton, 2012). Les moisissures ne correspondent pas a
un groupe systématique homogene, mais se situent en diverses familles de champignons
microscopiques. Leur classification, tout comme celle des autres champignons, est d’abord
basée sur le mode de reproduction sexuée. Ce critere définit quatre des cinq classes des
mycetes, soit les Chytridiomycetes, les Zygomycetes, les Basidiomycetes , les Ascomycetes,
les Deutéromycetes et les Chytridiomycétes. Ces organismes sont alors classés d'apres le
mode de production des spores asexuées ou conidies. En outre, lorsque la reproduction sexuée
N’ est pas connue, la subdivision est appelée Fungi imperfecti (Leveau et Bouix, 1993; Heritage et
al., 1996).

Les moisissures produisent de grandes variétés de métabolites secondaires. Certains
d’entre eux sont tres utiles al’Homme et présentent un intérét considérable dans les différents
domaines (agriculture, biotechnologie, environnement, santé, industrie agroalimentaire, etc.).
A coté de ces intéréts bénéfiques, elles sont capables de provoquer également d’importantes
détériorations, notamment dans le domaine agronomique (Nguyen, 2007). Cependant,
I"'impact le plus négatif de I’ atération des denrées alimentaires est sans doute celui lié a la

synthése de substances toxiques. les mycotoxines.

|.3. Mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires qui ne sont pas essentiels au
développement de la moisissure contrairement aux métabolites primaires tels que les acides
nucléiques, les proténes ou les acides gras (A.F.S.S, 2009). Plus de 300 meétabolites
secondaires ont été identifiés seulement environ une trentaine possedent de réelles propriétés
toxiques avérées (Fremy et Thomann, 2009). Ces toxines se retrouvent a |'état de

3
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contaminants naturels de nombreuses denrées d’ origine végétale : notamment les céréales
mais aussi les fruits, noix, amandes, grains, fourrages, ainsi que les aliments manufacturés ou

composes destinés al’ alimentation humaine et animale (Galtier et al., 2006).

L es mycotoxines sont secrétées par des moisissures appartenant notamment aux genres
Aspergillus, Penicillium et Fusarium et Claviceps (Marin et al., 2013). Parmi les groupes de
mycotoxines considérées comme importantes du point de vue sanitaire en agroalimentaire, les
aflatoxines (AFs), I’ochratoxine A (OTA), la patuline (PAT), les fumonisines (FUM, surtout
FB1), la zéaralénone (ZEN), les trichothécénes (HT-2, Toxin-T2 et deoxynivalénol DON)
(Galtier et al., 2006; Paterson, 2006).

Contrairement aux toxines bactériennes, les mycotoxines ne sont pas des protéines et
ne sont pas directement codées par des genes. Elles sont les produits terminaux de voies de
biosynthéses longues et complexes constituées de sé&ries de réactions enzymatiques
successives. L’ origine chimique des mycotoxines est trés variée. Certaines dérivent des acides
aminés (alcaloides de I’ ergot, acide aspergillique, gliotoxine, roquefortineg). D’ autres dérivent
des polycétoacides (aflatoxines, ochratoxine, patuline, citrinine, zéaralénone). D’ autres sont
des dérivés terpéniques (diacétoxyscirpénol, fusarénone, déoxynivalénol, toxine T2,
verrucarine) (Pinton, 2012). Les principales voies connues de biosynthése des mycotoxines

sont présentées dans laFigure 1.

Ergopeptides,
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........................ - Glucose
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Figure 1. Voies de biosynthese des mycotoxines: NRPS, non-ribosomal peptide synthétase ;
PKS, polycétide synthase; TC, terpénes cyclase ; DMAST, diméthyl alyl transférase (El
Khoury, 2016).
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1.3.1. Les mycotoxine en alimentation humaine et animale

La production des mycotoxines pourrait avoir lieu dans les champs avant, au moment
ou bien apres récolte (post-récolte) et pendant le stockage. Les especes du genre Fusarium (F.
moniliforme, F. roseus, F. tricinctum et F. nivale) constituent les principales moisissures
productrices de toxines avant la récolte (Jouany et al., 2009). Tandis que les especes des
genres Aspergillus et Penicillium telles que A. flavus et A. parasiticus sont des contaminants
des denrées stockeées. Alors que les especes d’ A. clavatus et d’ A. fumigatus sont deux espéeces

qui n’ attaquent que les graines déja endommagées a forte humidité.

Une fois produites, les mycotoxines peuvent étre retrouvées dans toutes les parties de
la colonie fongique: les hyphes, le mycélium, les spores mais aussi dans le substrat sur legquel
le développement a eu lieu (Bhat et al., 2010). L’exposition aux mycotoxines se fait
essentiellement par voie orale suite a I'ingestion de denrées contaminées mais elle peut
également avoir lieu par inhalation voire par contact (Jarvis et Miller, 2005; Klich, 2009;
Zain, 2011).

Il convient également de souligner que, dans la majorité des cas, les humains et les
animalx sont exposés a plusieurs mycotoxines. Ce constat est lié a trois raisons principales:
une mycotoxine peut étre produite par plusieurs especes fongiques différentes, inversement,
une méme espece est parfois capable de produire simultanément plusieurs mycotoxines.
L'aliment du bétail est généraement constitué de plusieurs parties préparées a partir de
plusieurs matieres premiéres, chacune pouvant étre une source dune toxine différente
(Alassane-Kpembi et al., 2016).

Les mycotoxines peuvent contaminer de nombreux produits alimentaires comme les
céréales (mais, blé, riz, orge, etc.), les graines oléagineuses (arachides, coton), les fruits secs
(pistaches, noix, figues séchées, etc.), les épices, etc (Marin et al., 2013). Le Tableau |
regroupe les mycotoxines moisissures, mycotoxines et les denrées les plus souvent

contaminées.
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Tableau |. Moisissures et mycotoxines retrouvées dans certains aliments (Tozlovanu, 2008).

Champignons Mycotoxines Denr ées
Aspergillus Aflatoxines Mais, cacahuéte, graine de
Ochratoxines A coton, riz, tissus d’ animaux
(jambon, lard, saucisse), lait et dérivés
Fusarium Zéaralénone, Fumonisines, | BIé, mais, orge, riz, seigle,
Trichothécenes avoine
Penicillium Patuline, Ochratoxine A, Fruits et jus de fruits, blé, riz,
Citrinine fromage, noix
Alternaria Alternariol Fruits, légumes et produits
dérivés de pommes et tomates
Claviceps Alcaloides de I’ ergot Blé et dérivés, seigle

|.3.2. Lesfacteursinfluengant la production des mycotoxines

La production de mycotoxines est directement liée & la croissance fongique. Par
conséguent, les facteurs capables d'influencer cette croissance vont aussi jouer un réle sur la
toxinogénese. D’une maniére générale, la secrétion par les moisissures de métabolites
toxiques dans les aliments dépend de plusieurs facteurs qui peuvent étre intrinseques (nature

de la souche) ou bien extrinseques (conditions environnemental es).

1.3.2.1. Facteursintrinseques

Concernant la nature de la souche, certaines moisissures sont toxinogenes mais
d’autres ne le sont pas (Le Bars, 1988). De plus au sein d'une méme espéce toxinogene,
certaines souches sont fortement productrices de toxines alors que d’ autres le sont mais a des
degrés moindres. La toxinogénese d’ une moisissure peut dépendre du stade de dével oppement

de la souche productrice.

|.3.2.2. Facteursextrinseques

Les facteurs de I’ environnement qui favorisent le développement de la toxinogénése
sont nombreux a savoir la teneur en eau, I"humidité relative, le pH, la température, la
composition du substrat en ééments nutritifs et sa richesse en graisses ou en azote et la

compeétition entre les différents micro-organi smes.
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a. Naturedu substrat

Les moisissures sont des organismes hétérotrophes, se développant exclusivement sur
des substrats organiques contenus dans les produits alimentaires de base (ol éagineux, céréales,
produits laitiers etc.). Les glucides sont les sources de carbone les plus utilisées par les
moisissures. La présence de quelques substances dans les aliments stimule |a croissance des
moisissures et la production des mycotoxines comme le saccharose et les acides aminés. La
contamination d’ une denrée alimentaire par les moisissures dépend de la nature du substrat en

particulier de la nature des glucides disponibles.

b. Activitédel eau (aw)

L’ activité de |’ eau refléte la quantité d' eau disponible dans une substance liquide ou
solide. Elle permet de rendre compte de la quantité d’eau « libre », indispensable aux
réactions biochimiques d'un micro-organisme. L'ay permet de donner des informations
importantes sur la stabilité physico-chimique d'un produit et sur son innocuité
microbiologique. Lavaleur de I’ activité de I’ eau s éablit de 0 a 1. Plus|’aw est élevée, plusla

guantité d' eau disponible pour la croissance d’ un micro-organisme est importante.

Selon Troller (1980), I’ aw joue un role primordia sur la croissance des moisissures en
particulier sur la germination des spores et la croissance du mycélium. L’exigence et la
tolérance des moisissures vis a vis de I'eau sont variables d'une souche a I'autre. Les
MOi SiSsures sont classées en trois groupes :

- Les espéces hygrophiles dont les spores germent a plus de 90% et leur croissance optimale
se situe a 100 % d’ humidité relative (Mucor sp.).

- Les espéces mésophiles dont les spores germent entre 80 et 90% et leur croissance optimale
se situe entre 95 et 100% d’ humidité relative (Alternaria sp., Penicillium sp.).

- Les especes xérophiles dont les spores germent a moins de 80% et leur croissance optimale

se situe entre 95 et 100% d’ humidité relative (Aspergillus sp. Penicillium sp.).

c. Température

La température joue un role prépondérant sur la croissance et la physiologie des

moisissures et en outre sur la compétition entre les espéces. La plupart des champignons sont
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meésophiles avec des optima de croissance variant de 25 °C a 35°C. Pour d autres, elles sont
psychrophiles ou psychrotol érantes (Botton et al., 1990).

La température permettant une toxigénése optimale est en généra voisine de la
température optimale de croissance (Pfohl-Leszkowicz, 1999). Par ailleurs, les mycotoxines
peuvent étre élaborées a des températures généralement inférieures a celle de la croissance
(Samson et al., 2004). En ce qui concerne les Aspergillus de la section Nigri, de fagon
générale, la production d OTA se fait dans un trés large intervalle de température (Esteben et
al., 2006).

d. pH du milieu

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

€. Composition gazeuse

La plupart des moisissures sont aérobies. L’ augmentation de la teneur en CO. (20%),
surtout si elle est associée a une réduction en oxygene, provogue une chute importante de la
production d’ aflatoxines (Le Bars, 1988). Apres conservation dans une atmosphere confinée,
dans laquelle les moisissures peuvent plus ou moins se développer, laremise al’air libre ou la

ventilation provoque rapidement une intense toxinogénese.

[.3.2.3. Facteursdivers

La contamination d arachide, de coton, de mai's par A. flavus ou par les aflatoxines
avant la récolte est souvent liée a I'attague par les insectes. Durant le stockage, les
échantillons de grains hébergeant des charancons révelent en général une population fongique
importante et parfois méme en mycotoxines. Des micro-organismes dits « de concurrence »
peuvent affecter la production de mycotoxines sur les produits agricoles. lls peuvent
augmenter ou géner la formation des mycotoxines en changeant les conditions
environnementales les rendants défavorables pour la production de mycotoxines ou en

produisant des composés inhibiteurs (Lacey, 1986). Les interactions avec d autres
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microorganismes peuvent également étre différentes dans les différentes conditions
environnementales (Marin et al., 1998; Cairns et al., 2003).

Plusieurs facteurs additionnels peuvent influencer la production des mycotoxines dans
le champ. Il peut s agir des pratiques agricoles comme le labourage et |a rotation de récolte
(Lipps et Depp, 1991), les fongicides utilisés (Moss et Frank, 1985), la variété de la plante
(Golinski et al., 1996) et les différences géographiques (Langseth et al., 1995).

|.3.3. Effets des mycotoxines sur la santé

L’ingestion d'aliments contaminés par les mycotoxines est la principale source de
contamination de I’homme et des animaux bien que la voie respiratoire ou cutanée soit

€galement rencontrée (Peraica et al., 1999).

Au sein d’une méme espece animale, la susceptibilité aux mycotoxines peut fortement
varier d'un individu a I’autre en fonction de la race, de |'état physiologique ou du stress
auquel il est soumis (Sinha et Bhatnagar, 1998). De méme, les différentes mycotoxines
induisent des effets différents: certaines exercant un pouvoir hépatotoxique voire
cancérogene, dautres se révélant oestrogeniques, immunotoxiques, néphrotoxiques ou
neurotoxiques (Liu et Wu, 2010). Contrairement aux toxines bactériennes dont les effets sont
immédiats (souvent entre 12 et 36 h apreés ingestion des aiments contaminés), les
mycotoxines ont des effets insidieux, qui se manifestent a plus ou moins long terme (quel ques
mois a quelques années). Le Tableau 11 résume les effets et les mécanismes d’ action des

principal es mycotoxines.
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Tableau |l. Effets identifiés ou suspectés des principales mycotoxines et mécanismes
d action cellulaires et moléculaires identifiés expérimentalement (A.F.S.S.A, 2009).

Toxine

Effets

M écanismes d’ action cellulaire et moléculaire

Aflatoxines B1+ M1

Hépatotoxicite.
Génotoxicite.
Cancérogénicité.
Immunomodul ation

Formation d’ adduit al’ ADN.
Péroxydation lipidique.

Bioactivation par le cytochrome P450.
Conjugaison aux GS-transférases.

Ochratoxine A

Néphrotoxicité.
Génotoxicité.
Immunomodul ation.

Impact sur la synthese des protéines.
Inhibition de la production d’ ATP.
Détoxification par |es peptidases.

Patuline

Neurotoxicité.

Mutagenese in vitro.

Inhibition indirecte d’ enzymes.

Trichothécénes

Hématotoxicité.

Induction de |’ apoptose sur progéniteur.

(toxine T-2, Immunomodulation. | Tissu hématopoiétique et cellulesimmunitaires.
déoxynivalénal, Toxicité cutanée. Impact sur la synthese des protéines.

etc.) Altération des immunoglobulines.

Zéaralénone Fertilité et Liaison aux récepteurs oestrogéniques.

reproduction.

Bioactivation par des réductases.
Conjugaison aux glucuronyltransférases.

Fumonisine B;

Lésion du systéme
nerveux central.
Hépatotoxicité.

Inhibition de la synthése de céramide.
Altération du rapport sphinganine/sphingosine.
Altération du cycle cellulaire

Génotoxicité.
Immunomodul ation.

1.3.4. Impact économique des mycotoxines

Malgré les nombreuses recherches qui ont été faites sur |’aspect toxicologique et
pathol ogique des mycotoxines chez les popul ations humaines et animales, sur leur implication
directe ou indirecte dans |” apparition de certaines maladies telles les cirrhoses, les cancers ou
certaines maladies nutritionnelles comme |le kwashiorkor (Hendrickse, 1984) ou lamaladie du
kashin-Beck au Tibet en Inde (Jiambo et al., 1995), peu de travaux ont été entrepris dans le
but déudier I'impact financier et économique des mycotoxines sur des populations

spécifigues aussi bien dans les pays industrialisés que |l es pays dével oppés.

L es conséquences économiques engendrées par |es mycotoxines sont lourdes. Dans les
pays d’ Amérique du Nord, |a productivité des animaux a connu des pertes énormes estimées a
des billions de dollars par année (Miller, 1998). L’impact financier des mycotoxines concerne
non seulement les risques pour la santé de I’homme et les animaux domestiques, mais aussi la
dégradation de la qualité des produits agricoles commercialisés tant pour le marché intérieur

gue pour I’ exportation.
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|.3.5. Réglementations relatives aux mycotoxines

L’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S) a récemment reconnu que la
contamination des produits alimentaires par les mycotoxines constitue une source importante
de maladies d'origine aimentaire (O.M.S, 2002). Conscients des effets graves que peuvent
avoir ces toxines naturelles, de nombreux pays ont adopté ces derniéres années des
réglementations relatives aux mycotoxines dans les produits d’'aimentation humaine et

animale.

Les premieres limites pour les mycotoxines ont été fixées a la fin des années 60 pour
les aflatoxines e, a la fin de I’année 2003, une centaine de pays avaient éaborés des limites
spécifigues pour les mycotoxines dans les aiments et leur nombre continue de progresser
(F.A.O, 2004). Le Tableau 11l illustre les Principaes réglementations européennes

concernant les teneurs limites en mycotoxines dans I’ alimentation humaine et animale.

L’ établissement de réglementations en matiére de mycotoxines est une opération trés
complexe, dans laguelle de nombreux facteurs entrent en jeu. En effet, plusieurs facteurs,
d’ ordre scientifigque et socioéconomique, peuvent avoir une incidence sur I’ établissement de
valeurs limites et de réglementations concernant les mycotoxines. |l s agit des facteurs

suivants:

- disponibilité de données toxicol ogiques;

- disponibilité de données sur la présence de mycotoxines dans divers produits;
- connaissance de la répartition des concentrations de mycotoxines dans un lot;
- disponibilité de méthodes d’ analyse;

- |égidation des pays avec lesguels des contacts commerciaux existent;

- nécessité d’ un approvisionnement alimentaire suffisant.

11
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Tableau Ill. Principales réglementations européennes concernant les teneurs limites en
mycotoxines dans |’ alimentation humaine et animale (Galtier et al., 2006).

Toxine Réglement européen Aliment Teneurslimites
Alimentation humaine
aflatoxine B1 CE 466/2001 et CE 257/2002 Céréales et dérives 4 ug/kg
472/2002 arachides, fruits 2a15 pg/kg
257/2002 épices 5410 pg/kg
aflatoxine M, 472/2002 lait 0,05 png/kg
ochratoxine A 1425/2003 céréales, fruits, vin 5410 ugkg
patuline 856/2005 pommes et dérivés 10 a 50 pg/kg
déoxynivalénal 856/2005 céréales et dérivés 200 a 1750 pg/kg
fumonisines 856/2005 céréales et dérivés 200 a 2000 pg/kg
zéaralénol 856/2005 céréales et dérivés 20 2200 pg/kg
toxine T-2 nd céréales et dérives en attente
Alimentation animale 32/2002
aflatoxines céréales, autres 5a50 pug/kg
ergot de seigle céréales 1000 mg/kg

nd : N’ est pas déterminé.

|.4.Genre Aspergillus
1.4.1. Définition

Le genre Aspergillus regroupe environ 250 espéces (Klich, 2007). Il est caractérisé par
une structure particuliére (Figure 2) ressemblant a I’ aspergillum, un instrument utilisé pour
asperger I’ eau bénite, et qui ainspiré a Micheli, un prétre catholique, ce nom en 1729 (Klich,
2009).

Les Aspergillus spp. sont tres répandus dans la nature et tout particuliérement dans le
sol ou ils contribuent ala biodégradation et |e recyclage des matiéres organiques (Scheidegger
et Payne, 2003). lls sont par ailleurs utilises dans plusieurs domaines (agriculture,
biotechnologie et sant€) en exercant des réles bénéfiques comme la production de métabolites

utiles (enzymes, protéines et acides).

Etant donné son importance économique extréme liée a ses effets utiles et nuisibles,
plusieurs ouvrages ont été consacrés au genre Aspergillus en général et a sa taxonomie et sa
phylogénie en particulier (Samson et Pitt, 2000; Varga et al., 2003; Frisvad et Samson, 2004;
Samson et al., 2006).

12
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Figure 2. Structure typique d’ un Aspergillus bisérié (a gauche) et unisérié (adroite) (El
Khoury, 2016).

1.4.2. Aspergillus flavus

A. flavus, moisissure de couleur vert jaune a vert olive, caractérisée par des tétes
conidiennes, unisériées ou bisériées, d abord radiées, puis reparties en plusieurs colonnes de
spores mal individualisées, jaunédires au début, puis vert-jaune foncé. Les conidiophores
hyalins, verruqueux, atteignent 1 a 25 mm de long. La vésicule est globuleuse ou
subglobuleuse (10 a 65 pm de diamétre). Les tétes sont radiées et majoritairement bisériées (2
rangées de stérigmates). Les conidies sont lisses ou légérement rugueuses (Hedayati, 2007;
Samson, 2010) (Figure 3). C’est une espece a prédominance tropicale et subtropicale, peut
coloniser de nombreux substrats, fréquemment rencontrée dans le sol, les produits végétaux
en décomposition, les fourrages, les grains et semences en stockage, les aiments pour
animaux, les dérivés de céréales,...etc (Horn et Dorner, 1998). A. flavus présente égal ement
un important pouvoir pathogene. Il attaque principalement les voies respiratoires de I homme
et des animaux. Cest I'un des principaux responsable des aspergilloses bronchiques
allergiques. 1l élabore divers métabolites toxiques, mais surtout des aflatoxines, notamment
I’ aflatoxine B1 (AFB1) qui est I’un des plus puissants hépato-carcinogénes connus a |” heure
actuelle. L’ aflatoxinogenese peut avoir lieu de 12 °C a 42 °C, avec un optimum situé entre 25
°Cet 30 °C.

13
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Figure 3. A. flavus (A: Culture de 7 jours sur gélose au malt a25°C ; B: Aspect
microscopique) (Tabuc, 2007).

1.5. Aflatoxines
1.5.1. Origine et structure

Parmi les métabolites secondaires des champignons, une place particuliére est occupée
par les aflatoxines, responsables de toxicités aigués ou chroniques chez de trés nombreux

animaux.

C’est en 1960 que survient, en Grande Bretagne, une catastrophe sans précédent dans
les annales de I'agriculture: en une saison, plus de 100 000 dindons a I’engraissement
meurent de |ésions hépatiques graves. D’autres accidents présentant des manifestations
pathol ogiques identiques sont signalés ala méme époque en Angleterre parmi les animaux de
laboratoire, les dindonneaux, les canetons, les faisandeaux, les porcs et le gros bétail.
D’ étiologie inconnue, cette intoxication est dénommeée « Turkey X disease ». Un lien existe
cependant entre tous les cas signalés, une farine a base de tourteaux d’arachides et importée
du Brésil, intervient dans I’ aimentation de tous ces animaux. Les farines a haute toxicité se
révélérent étre contaminées par des moisissures, A. flavus responsables de la production de la
toxine dénommée « aflatoxine » (Abdellah, 2004; Nguyen, 2007).

Les aflatoxines sont des métabolites secondaires d’ origine fongique produits par deux
souches d'Aspergillus. A. flavus synthétise les aflatoxines B1 (AFB1) et B2 (AFB) tandis que
A. parasiticus excreéte, en plus, les aflatoxines G1 (AFG1) et G2 (AFG) (Ruppol et al., 2004 ;
(Maraga et al., 2007). Une troisiéme souche appelée A. nomius, rare mais proche de A. flavus
est capable de produire des aflatoxines (Bhatnagar et Garcia, 2001 ; Varga et al., 2015). Les
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dérivés des AFB; et B> sont communément appel és aflatoxine M1 (AFM1) et M2 (AFM>). A.
flavus est le principa agent de contamination du mai's et des graines de coton, tandis qu’ A.
parasiticus est présent surtout dans les graines d’ arachide (Rojas et al., 2005; Saleemullah et
al., 2006).

Les aflatoxines regroupent 18 composés structurellement proches, caractérisées au
niveau chimique par des structures de coumarines bifuraniques auxquelles sont accolées des
pentanones (AFB) ou des lactones hexatomiques (AFG). Toutes les aflatoxines se rattachent a
I”un de ces deux types de structures (AFB, AFG) et ne different entre elles que par la position
de divers radicaux sur le noyau (Firmin, 2011). Les structures chimiques de ces différents

COMpOSEs sont représentées dansla Figure 4.

o =

Figure 4. Structures chimiques des AFB1, B2, G1, G2, M1et M2 (Santini et Ritieni, 2013).

|.5.2. Propriétés physico-chimiques

Les aflatoxines sont des composés organiques de nature non protéique, de faible poids
moléculaire (312 a 330 g/moal), se présentent sous forme de cristaux a point de fusion élevé
(240 "C-289 C), elles sont trés peu solubles dans I’eau (10-20 mg/litre), insolubles dans les
solvants non polaires et tres solubles dans les solvants organiques moyennement polaires
(chloroforme et I’alcool méthylique), tout particulierement le diméthyl-sulfoxide. En milieu
alcain (pH > 10), elles sont solubilisées avec ouverture de |I'un des noyaux lactoniques.
L’ hydrolyse prolongée dans |’ eau bouillante, peut également provoguer |’ ouverture de noyau
lactonique avec, dans certaines conditions, formation de dérivés non toxiques. Toutes les

aflatoxines sont |évogyres. La fluorescence intense des aflatoxines, une fois exposees a des
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longueurs d'ondes (A = 365 nm) de la lumiere ultra-violette (U.V.), a pour avantage de
détecter ces composés a des niveaux extrémement bas (de I’ordre du nanogramme).
L’ aflatoxine de type B (AFB = AF « blue ») donne une fluorescence bleue et celle de type G
(AFG = AF « Green »), donne une fluorescence verte. L’aflatoxine M1 donne une
fluorescence bleu-mauve (A.F.S.S.A, 2009). Cette fluorescence fournit la base pour
pratiquement toutes les méthodes physico-chimiques de leur détection et leur quantification.

| .5.3. Contamination en aflatoxines des denr ées alimentair es

La présence des aflatoxines dans I’aimentation humaine et animale est le résultat
d’'une contamination par des espéces fongiques aflatoxinogénes. Le taux et le degré de
contamination dépendent étroitement de la température, de I’humidité et des conditions de
stockage. Les aflatoxines sont couramment rencontrées sur les cultures dans les champs avant
la récolte dans les pays chauds et humides. La contamination aprés la récolte et/ou pendant le
stockage est égadement possible lorsque le séchage des cultures est retardé. L'AFB:1
contamine les arachides, les pistaches, les amandes, mais aussi les graines de coton (Klich,
2007), ainsi que certaines céréales (mais, blé, sorgho) et leurs produits dérivés. L' AFB; peut
€galement étre retrouveée dans les épices (EL Mahgubi et al., 2013), les fruits secs (Juan et al.,
2008). Des traces d’ AFB1 peuvent étre détectées dans les produits animaux (Bailly et Guerre,
2009; Herzadlah, 2009; Hymery et al., 2014). Des quantités plus importantes peuvent étre
détectées dans la viande et les ceufs qui semblent étre plus sensibles a une contamination par
I’AFB;1 (Herzallah, 2013). De plus, des quantités d AFM1 peuvent auss étre transférées aux
nourrisson par le lait des méres consommant des aliments contaminés par I’ AFB1 (Nemati et
al., 2010; Elzupir et al., 2012).

Les conditions les plus favorables pour le développement d’ A. flavus et 1a production
d aflatoxines dépendent essentiellement la nature de la flore fongique et ses particularités
physiologiques, la nature et la composition du substrat (type et aw), les conditions climatiques
(latitude, température, humidité) et environnementales (autres microorganismes, inhibiteurs

chimiques, présence de lésions sur le substrat, etc.) (Bhat et al., 2010).

1.5.4. Métabolisme del’ aflatoxine B1 dans |’ or ganisme

En général, le méabolisme corporel des xénobiotiques dont font partie les

mycotoxines subissent une biotransformation hépatique ou tissulaire conduisant a des
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meétabolites hydrophiles plus facilement excrétables (Pfohl-Leszkowivz et al., 1999). Les
enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX) sont responsables de ces réactions. Ce
processus se déroule en deux phases connues sous le nom de phase | et Phase |1 (Josephy et
al., 2005). La Figure 5 présente | es diff érentes phases du métabolisme des xénobiotiques dans

un hépatocyte.

L es xénobiotiques pénétrent facilement dans la cellule S'ils sont hydrophobes, maisils
peuvent également en étre expulsés via des pompes telles la PgP (Pglycoprotéine), produit du
gene mdr (multi drug resistance). Les xénobiotiques est en charge par des enzymes de phase |,
dits de fonctionnalisation, dont les plus importants sont les cytochromes P450 (CYP). Ces
enzymes catalysent le plus souvent des réactions de monooxygénation qui permettent de
rendre le xénobiotique plus polaire en créant dans sa structure un groupement chimique -OH,
-NH2, -COOH. Cette phase est dite « de fonctionnalisation ». Les enzymes de phase Il
conjuguent les xénobiotiques, fonctionnalisés ou non, avec un groupement (glutathion, acide
glucuronique, méthyl, acétyl...), dont le role est soit de neutraliser un groupement réactif
(thiol, amine, aldéhyde), soit de rendre le xénobiotique hydrophile afin de faciliter son
élimination par |’ organisme. Cette phase est dite « de conjugaison » (Beaune et Loriot, 2000).
Enfin, s le métabolite obtenu est tres hydrophile, il devra étre transporté a travers la
membrane cellulaire par des protéines de phase |1, telles que le transporteur mrp (multidrug
related protein). Cependant, cette phase n’impligue aucune modification de la structure des

xénobiotiques et donc il ne peut pas étre qualifié de métabolisme (Diaz, 2000).

XOH

s

.
Phase | Phase Il Phase Il
ROH |

Oz
‘O/ Ex : P450 S GEx:GST Ex : MRP
.

E x: PgP
|. Cellule

Phase | : fonctionnalisation

Phase Il : conjugaison (+ hydrophilie)

Phase lll : expulsion de conjugués ou du produit parent (ex: PgP. MRP)
(D : expulsion du xénobiotique inchangé ou conjugué

Figure 5. M étabolisme des xénaobiotiques (Beaune et Loriot, 2000).
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L es aflatoxines sont des composes hautement liposol ubles et sont facilement absorbées
par le site d’ exposition. Généralement par e tractus gastro-intestinal et les voies respiratoires
(Larsson et Tjalve, 2000; Agag, 2004).

Apres I’entrée dans le corps, les aflatoxines sont absorbées a travers les membranes
cellulaires ou ils atteignent la circulation sanguine. Elles sont distribuées dans le sang aux
différents tissus et au foie, organe principa du métabolisme des xénobiotiques (Wild et
Montesano, 2009; Wu et Khlangwiset, 2010).

Les Aflatoxines, en particulier I’ AFB1, sont métabolisées par les enzymes de la famille
des cytochromes P450 en AFB1-8,9-époxyde (Figure 6), une forme réactive qui se lie de
facon covalente a I’ acide désoxyribonucléque (ADN) et a I’albumine sérique, formant des
produits d addition (Wild et Montesano, 2009; Wu et Khlangwiset, 2010). Les enzymes de la
famille du CYP450 impliquées dans le métabolisme de I’AFB:1 sont le CYP3A4 et le
CYP1AZ2. Tous les deux enzymes catal ysent |a biotransformation de I’ AFB1 en AFB;1-exo-8,9-
époxyde hautement réactif. Le CYP1A2 est également capable de catalyser I’ éooxydation de
I’AFB: pour donner une proportion élevée d AFBi-endo-époxyde et |I’hydroxylation de
I’ AFB1 pour former AFM4, qui est un faible substrat pour I’ époxydation (Guengerich et al.,
1998) et moins puissant que I’ AFB1 (Wild et Turner, 2002). Cela est généralement considéré
comme la principal e voie métabolique de détoxication pour les aflatoxines. Le CYP3A4 est le
principa enzyme du CYP450 responsable de I’ activation de I’AFB1 en forme époxyde et
aussi en AFQ:, un métabolite de détoxification moins toxique. Le CYP3A5 métabolise
I’ AFB1 principalement en exo-époxyde et quelques AFQ: (Wang et al., 1998).

L’ époxydation de I’AFB1 en exo-8,9-époxyde, est une étape critique dans la voie
genotoxique de ce carcinogene. La liaison de I’ AFB1- exo0-8,9 époxyde a I’ADN cause des
changements fonctionnels de la conformation de I’ADN (Raney et al., 1993). L’ époxyde est
fortement instable et se lie avec une affinité élevée aux bases de Guanine dans I’ADN pour
former I’ AFB1-N7- Guanine (Guengerich, 2001). L’ AFB1-N7-Guanine est capable de former
de la Guanine (Purine) aux mutations transversales de Thymine (Pyrimidine) dans I’ADN et
affecte ainsi le géne suppresseur p53 dans le cycle cellulaire (Li et al., 1993; Bailey et al.,
1996). Le gene p53 est important dans la prévention de la progression du cycle cdlulaire
guand il ya des mutations d’ ADN, ou pendant |’ apoptose. L’ AFB1 induit latransvasions de la
base G alabase T dans latroisiéme position du codon 249 (Gerbes et Caselmann, 1993; Li et
al., 1993; Mace et al., 1997).
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L’ époxyde hydrolase et la glutathion-S-transférase (GST) sont toutes deux impliquées
dans la désintoxication hépatique de I’ AFB; activée, mais la conjugaison catalysée par la GST
aux AFB1-8,9-époxydes est censée jouer le role le plus important dans la prévention de la
liaison de I'époxyde a la cible macromol écules comme I’ ADN et diverses protéines cellulaires
(Sherratt et Hayes, 2001) et un rdle vital dans la désintoxication de I’ AFB1. Les AFB1- 8,9 -
exo et endo époxydes sont conjuguées par le glutathion pour former de I’ AFB-mercapturate et
la réaction est catalysée par le GST (Johnson et al., 1997; Farombi et Nwaokeafor, 2005). Le
conjugué glutathion-aflatoxine est transporté de cellules avec une protéine ATP-dépendante
multidrogue-résistance par un processus accéléré (Farombi et Nwaokeafor, 2005). Malgré une
préférence pour la conjugaison de I'isomére AFB)- exo-époxyde plus mutagéne, la capacité
relativement faible pour |a désintoxication catalysée par la GST de |’ AFB; bio-activée dans le
poumon peut étre un facteur important dans la susceptibilité du poumon a la toxicité de
I’AFB:1. L’ exo et I’endo- époxyde peuvent également étre convertis non enzymatiquement en
AFB:-8,9-dihydrodiol qui dans son tour peut lentement subir une réaction d'ouverture de
cycle catalysée par une base a un ion de phénolate de dialdéhyde (Guengerich et al., 1998).
L’ AFB;-dialdéhyde peut former des bases de Schiff avec des résidus de lysine dans la
serumalbumine formant complexe d aflatoxine-abumine (Sabbioni, 1991). De méme, le
dialdéhyde d' aflatoxine est réduit en un dialcool dans une réaction catalysée dépendante du
NADPH par I’aldéhyde réductase d aflatoxine (AFAR) (Knight et al., 1999). Cependant,
I"akylation de Guanine par AFB1 produit de I’ exo-8,9-époxyde qui est la forme réactif et

carcinogéne pour le foie (Brown et al., 2009).

En grosso-modo, les métabolites AFM 1, AFQ; et AFP1 ne sont pas de bons substrats
pour I’ époxydation, sont moins génotoxiques que I’ AFB1, et par conségquent, sont considérés
comme des produits de désintoxication qui sont excrétés dans |’ urine et les selles.
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Figure 6. Bioconversion del’ AFB; exo-8,9-é&poxyde (Galtier et al., 2006).

| .5.5. Toxicité des aflatoxines

En 2002, le Centre International de Recherche sur le Cancer (C.I.R.C) de I'OMS
classe I’ aflatoxine dans e groupe I, car il existe des preuves suffisantes de la cancérogénicité
de ses molécules chez I’'homme et I’animal, I’AFM1 dans le groupe Il B et ' AFG; dans le
groupe Il (A.F.S.S. A, 2009). Quant a I’AFGg, les données actuellement disponibles sont
insuffisantes pour la classer dans cette catégorie. La plus toxique des quatre aflatoxines
naturelles est I’ AFB1, viennent ensuite par ordre décroissant de toxicité I' AFG; puis les AFG2
et AFB> (Meissonnier, 2005).

a. Hépatotoxicité

En raison de ses capacités de bioactivation, le foie est la cible principale des
aflatoxines. La principale conséquence d’une intoxication grave par I'AFB;1 est la nécrose
hépatique qui se traduit par une forte augmentation des transaminases plasmatiques. Cette
nécrose est associée a une infiltration de cellules inflammatoires. La réduction du nombre

d’ hépatocytes et leur dysfonctionnement provoquent une stéatose et une cholestase avec
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I’augmentation des taux plasmatiques en bilirubine, phosphatases alcalines (PAL) et y-

glutamyl transférases (y-GT).

L es études épidémiologiques réalisées dans le monde entier ont montré que les risques
liés au développement du cancer du foie sont 30 fois plus élevés chez les individus ayant des
antécédents d' hépatites B (Henry et Bosch, 2001). Cette situation est souvent rencontrée dans
les pays en voie de développement, pour lesquels il n’existe pas de légidation régulant les
concentrations d’ I’ AFB1 dans I’ alimentation, et dans lesquelslavaccination contre |” hépatite

B N’ est pas appliquée de fagon systématique pour des raisons économiques et /ou politique.

b. Hématotoxicité

L’AFB; exerce des effets hématotoxiques secondaires se caractérisant par des
altérations dans les fonctions de la moelle osseuse (une myélotoxicité qui affecte les lignées
des granulocytes et monocytes) et I’anémie consécutive a une aflatoxicose serait due a une

aplasie médullaire et une hémolyse mais aussi a une diminution de |’ absorption de fer.

L’ atération des fonctions hépatiques conduit a la diminution de la synthese des

facteurs de coagulation et des troubles de I’ hémostase (Parent-Massin et Pachment, 1998).

c. Mutageénicité

L’ AFB:1 n’est pas réactive ou mutagéne par elle méme, mais elle peut étre activée en
un époxyde tres éectrophile qui peut former des adduits &I’ ADN. Ces adduits générent une
mutation qui se situe sur le codon 249 et qui pourra étre le point de départ d’ un processus de
cancérogenése hépatique. Des résultats in vivo ont montré que I’AFB:1 provoque tres
fréqguemment cette mutation (Aguilar et al., 1993). D’ autres études effectuées sur le rat ont

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

d. Tératogénicité

L’ AFB;: peut auss traverser la barriere placentaire et donc contaminer les feetus in
utero. Des adduits aflatoxine-albumine (AF-ALB) ont été identifiés dans le sang des méres et
celui du cordon ombilical de nouveaux nés en Afrique (Wild et al., 1991). L’enzyme
CYP3A7 qui est laforme majeure de cytochrome P450 présente dans le foie feetal humain, est
également capable de transformer I’ AFB1 en son dérive 8,9-époxyde (Wild et Turner, 2002),
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induisant ainsi I’ apparition d’ effets tératogenes et des malformations congénitales (Bbosa et
al., 2013).

|.6. Méhodesdelutte contre les aflatoxines

Bien qu'il existe des stratégies préventives pour éviter le développement de

MOi Sissures, les mycotoxines peuvent persister dans les aliments.

Il n’existe pas de procédés de décontamination qui pourraient convenir a |I’ensemble
des mycotoxines. De plus, ces procédés actuels concernent essentiellement les grains de
céréaes oléagineux. |Is doivent étre efficaces sans rendre les denrées traitées impropres a la
consommeation €, ils doivent également étre faciles a mettre en ceuvre et peu colteuses. Ils

sont classés selon qu’ils reposent sur des procédeés chimiques, physiques ou biologiques.

|.1. Procédés physiques

> Elimination des mycotoxines sur les aliments contaminés: des méthodes telles que
le lavage par de I’ eau ou du carbonate de sodium afin de réduire la concentration des
toxines. Le séchage, le broyage, les tris manuels ou mécanisés des gousses ou des
amandes sont aussi un moyen d éimination. 1l faut noter la séparation mécanique de
la coque et de la peau qui est e lieu essential de contamination ou encore e traitement
par choc thermique. Il existe d autres techniques comme I’irradiation par UV, rayons
X ou micro-ondes, ou enfin |’ extraction des aflatoxines par des solvants (Yiannikouris
et Jouany, 2002; Ruppol et al., 2004).

> Utilisation de substances adsorbants afin de réduire I’adsorption digestive des
toxines digérées. L’ gjout ala ration des adsorbants capables de fixer les mycotoxines
permet de réduire leur biodisponibilité dans I’organisme animal et de limiter les
risques liés a la présence de ces résidus dans les produits animaux destinés a la
contamination humaine. Les aluminosilicates de sodium calcium hydratés (HSCAC)
ainsi que les phyllosilicates dérivés de zéolites naturelles possedent une grande affinité
in vitro et in vivo pour I’AFB1. Les bentonites sont composeées d’ une microstructure
cristalline lamellaire dont la composition et I'adsorption varient du fait de
I’interchangeabililé des cations positionnés sur les différentes couches. Leur efficacité
a ée montrée pour I’AFB;1. D’autres argiles comme la kaolinite, la sépiolite et la
montmorillonite fixent I’ AFB1 (Diaz et al., 1999).
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|.6.2. Procédés chimiques

une variétés d’ agents chimiques tels que les acides, les bases (ammoniague, soude),
des agents oxydants (peroxyde d’ hydrogéne, ozone), des agents réducteurs (bisulfites), des
agents chlorés, du formaldéhyde sont utilisés pour dégrader ou biotransformer les
mycotoxines et plus particuliérement les aflatoxines (Yiannikouris et Jouany, 2002; Ruppol et
al., 2004).

|.6.3. Procédés biologiques

Certaines souches de bactéries lactiques, de propiobactéries et de hifidobactéries
possedent des structures pariétales capables de se lier aux mycotoxines. Flavobacterium
aurantiacum peut fixer I’ AFB: et la rendre inactive. Des microorganismes peuvent également
métaboliser les mycotoxines (Corynebacterium rubrum) ou les bioconvertir (Rhizopus,
Aspergillus). Une autre approche consiste a isoler des souches d’A. flavus et A. parasiticus
non aflatoxinogenes en vue d'une biocompétition. Ces souches occupent la méme niche
écologique que les souches toxinogenes et diminuent la contamination des plantes par les
moisissures aflatoxinogénes. Ainsi les glucomannanes issus de la partie externe des parois de

lalevure Saccharomyces cerevisiae sont capables de lier in vitro certaines mycotoxines.

Ces méthodes doivent diminuer la concentration en toxine voire la dégrader, sans
produire des résidus de dégradation toxiques, ni diminuer les qualités organoleptiques et
nutritionnelles des aliments (Park et al., 1988).

1.6.4. Les Huiles essentielle : une stratégie alternative de lutte contre la production des
aflatoxines
1.6.4.1. Huiles essentielles

a. Définition, localisation et composition chimique

L' huile essentielle (HE) est le produit obtenu a partir d’une matiere premiere
d’ origine végétale au moyen de la distillation. Le terme "essence" définit les parfums exhalés
gui sont des sécrétions naturelles produites par différents organes de la plante. Ces parfums
sont dus a la présence de composés volatiles aromatiques dans les cellules végétales. Le

terme "huile" désigne le lipophile (c est-a-dire hydrophobe) et la nature visqueuse de ces
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substances alors que le terme "essentiel" signifie leur préciosité et leur parfum typique de
plantes (Li et al., 2014).

Les HES peuvent étre trouvées dans divers organes de plantes de différentes familles,
dont les familles des Lamiacées, des Myrtacées (Eucalyptus) et des Rutacées (Citrus) ont un
niveau élevé de composes aromatiques volatils (Chemat et al., 2013; Djenane, 2015). Elles se
retrouvent dans toutes les parties de la plante comme les fleurs (lavande, bergamote, jasmin,
rose), les feuilles (lavande, citronnelle, laurel, romarin, sauge, mélisse), les tiges (citronnelle),
les racines (vétiver, angélique), les rhizomes (gingembre, acorus), le bois (bois de cédre,
santal), I’ écorce (cannelier), les fruits (citron, orange) et les graines (muscade, cardamome,
coriandre) (Benabdelkader, 2012 ; Djenane, 2015). La teneur des plantes en HE est faible,
voir infime : pour obtenir un litre d'HE, il faut par exemple 10 kg de clous de girofle, de 4 a
10 tonnes de pétales de rose, 150 kg de fleurs de lavande ou encore 10 ares de surfaces

cultivées de chanvre (Degryse et al., 2008).

En général, la plupart des HES sont des liquides incolores, lucides et mobiles a
température ambiante. Cependant, I’ ensemble du spectre de couleurs des HES va du jaune au
noir brun avec toute I’échelle intermédiaire de couleurs. De plus, des solides tels que des
cristaux (par exemple stéaropténes) se trouvent dans les HES de rose, camomille et certaines
espéces d’ Eucalyptus. L’ odeur typique des HEs est dépendante des organes, des especes et de
I’ origine des plantes et de chémotype. Contrairement aux huiles végétales, les HEs sont des
huiles volatiles avec un indice de réfractions élevées et une rotation optimale a la suite de
nombreux composés asymeétriques. La densité relative des HES est généralement inférieure a
celle d eau alors qu'il existe plusieurs exceptions. Elles sont généralement reconnues comme
hydrophobes mais elles sont largement solubles dans les graisses, les alcools et la plupart des
solvants organiques. Elles sont constituées de composés ayant diverses structures chimiques,
gui sont produit dans toutes les plantes aromatiques et les arbres par la photosynthese a travers
deux voies. La premiére est la multiplication de I’isoprene activé (isopentényl pyrophosphate
C5) produits daddition uniformes et inégaux. L’autre est la biosynthese de I'acide
shikimique, en dont certaines déviations de biomolécules sont responsables des composés
aromatiques dérivés du phénylpropane tel que I’ eugénol, I’ anéthole, |’ aldéhyde cinnamique,
etc. Tous les composés des HEs peuvent étre divises en deux catégories principales, les
hydrocarbures principalement les composés mono-, sesqui- et di-terpenes et oxygenés, pour

les alcools, les oxydes, les adéhydes, les cétones, les phénols, les acides et les esters /
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lactones (Fernandez et al., 2013). Les molécules des HES sont classées dans le Tableau 1V
sur la base de leurs fonctions chimiques.

Tableau V. Différent types de structures rencontrées dans les HEs (Fernandez et al., 2013).

fonctions chimiques Exemple de structure Molécules plantes
Hydrocarbure Limonéne Orange, citron,
a-pinéne Géranium, anis,
Phellandréne Eucalyptus,
z [-caryophyllene Clou de girofle,
A a-camphoreéne
Alcool ~._ _~-°H Lindol Ylang ylang,
Prenol Menthe,
‘ Menthol Lavande,
Farnesol Cardamome,
‘ Vetiselinelol Camomille,
T~ Phytol Vétiver,
a-terpinéol Jasmin,
Citrus
Phénol H:CO Eugénol Thym,
N / Thymol Clou de girofle,
Anéthol Anis,
Y Safrol Safran
HO
Ether-oxyde 1,8-cinéole Rose,
Géranyl butyl éther Eucalyptus
4%
Aldéhyde Géraniae Cannelle,
i\w\ Cinnamaldehyde Citrus,
© Néral Pelargonium
T
Cétone Carvone Vétiver,
a- €t B- vétivone Carvi,
Menthone Poivre noir
0
Esters R Acétate de linalyl Pélargonium,
>‘ Acétate de géranyl Lavande,
e Neryl et a- Acétate Citrus
S = | deterpinyl
Acide 0 Acid benzoique Pomme,
Acide cinnamique Cannelle
OH
Autres COMpPOoseas N Coumarine Gardénia, Jasmin,
(molécule nitrogene et Indole Rose,
sulfuré, lactone, acides Diméthy! trisulfure Lavande.
oras,...) o o
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b. Méthode d’ extraction des huiles essentielles

De nombreux procédés sont utilisés pour |’extraction des substances aromatiques.
Cette opération est plus délicate puisqu’ elle a pour but de capter les produits les plus subtils et
les plus fragiles élaborés par le végétal et cela, sans en altérer la qualité. Les méthodes
d’extraction sont adaptées aux propriétés les plus importantes des HEs, leur volatilité dans
I’air et danslavapeur d’ eau et leur solubilité dans les solvants organiques.
> L’Hydrodistillation lors de laquelle le matériel végétal est immerge dans I’eau, le
meélange est ensuite chauffé jusqu’a ébullition sous pression atmosphérique dans un
alambic, ou la chaleur permet la libération de molécules odorantes dans les cdllules
veégétales (Figure 7). Les principaux composes volatils ne se dissolvent pas dans |’ eau
et I'HE peut étre séparée par décantation apres refroidissement dans un séparateur de
phases (Lucchesi, 2005).

Swystemeé d'eau

pour refividissement / /— Condenseur

essentelle

<—— Fau

Matiére vegetale
+ Eau

Chauffe hallon

Figure 7. Montage d’ hydrodistillation.

» L’entrainement par la vapeur d’eau lors de laguelle I'eau est bouillie dans un
récipient situé en dessous, et a une certaine distance, du matériel végétal a distiller
(Figure 8). A son passage, la vapeur d’ eau saturante entraine I’ HE des plantes vers un
condenseur ou €elle est liquéfiée et separée de I’ eau comme lors de I’ hydrodistillation
(Bruneton, 1993; Paris et Moyse, 1976).
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Figure 8. Montage d’ entrainement a la vapeur d eau.

» L’Hydrodiffusion. Contrairement ala distillation a la vapeur, la vapeur injectée dans
ce systéme provient du haut de I’aambic vers le bas (Figure 9). Le mélange de
vapeurs avec les HES est directement condensé sous le support de la plante a travers
un bac perforé. Lafagon de séparer les HES est le méme que celui des autres méthodes
de digtillation. Cette méthode permet de réduire la consommation de vapeur et le
temps de distillation, tandis qu’un meilleur rendement peut étre obtenu (Li et al.,
2014).

régulation de | condenseurs

la vapeur

Figure 9. Montage d’ hydrodiffusion.

» L’extraction assistée par micro-ondes est une nouvelle technique qui combine
I"utilisation des micro-ondes et d'autres méthodes traditionnelles. Dans ce
procedé, la matiere végétale est chauffée par micro-ondes dans une enceinte
fermée dans laguelle la pression est réduite de maniére séquentielle (Figure 10).
Les composeés volatils sont entrainés par la vapeur d’ eau formée a partir de |’ eau
propre a la plante. Ils sont ensuite récupérés a I’ aide des procédés classiques a
savoir condensation, refroidissement, et décantation (Hemwimon et al., 2007).

Boukroufa et al. (2015) ont rapporté gque les processus écologiques impliquant
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des techniques a micro-ondes présentent |I’avantage de raccourcir les temps
d extraction des HE. Les avantages en termes de réduction du temps di aux
micro-ondes par rapport ala hydrodistillation conventionnelle ont également été
rapportés pour les HEs de citrus par Aboudaou et al. (2019) (3hrs vrs. 30 min).
En outre, cette technique a été proposée comme une méthode d extraction
«respectueuse de I’environnement», car elle est trés propre qui évite la
génération de résidus et I’ utilisation de grandes quantités d’eau et de solvants
chimiques par rapport aux autres techniques (pressage a froid, hydrodistillation).
Le colt dextraction réduit est clairement avantageux pour la méthode
microonde proposée en termes d'énergie et de temps. En ce qui concerne
I’impact sur I’ environnement, la quantité cal culée de dioxyde de carbone (CO»)
emis dans I’ atmosphére est plus élevée dans le cas de I’ hydro distillation (3 464
g de CO2/g d'HE) que pour cette nouvelle méthode (70 g de CO/g d'HE)
(Bousbiaet al., 2009).

Refrigerant .iL
Huile essentiglle
2au I
"
1

agitateur

Matiera vagatale

thermomeatre

Figure 10. Montage d’ extraction assistée par micro-ondes.

L’ extraction au CO2 supercritique a pris ces derniéres années beaucoup d’ essor. Le
principal avantage de cette technique est celui de combiner |es caractéristiques des gaz
et des liquides pendant le processus d extraction (Figure 11). Cependant, le CO2 ne
permet pas de dissoudre certains composés moyennement polaires comme les alcools,
les esters, les aldéhydes et |es cétones (Fernandez-Perez et al., 2000). Autre avantage,
ce gaz ne pollue pas et est inoffensif car il est recyclé a I’intérieur du systeme. Les
HEs extraites de cette maniere ont I'avantage d'éviter la dégradation thermique

associée a la distillation a pression atmosphérique. L’avantage, bien sir, c'est
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gu’aucun résidu de solvant ne reste, puisque, aux pressions et températures normales,
le COzrevient smplement al’ état gazeux et s évapore.

L’ extraction aux fluides supercritiques est donc une technique intéressante qui apporte
de nouvelles notes olfactives (méthode d'extraction plus compléte et moins
dégradante) (King, 2004; Turner, 2006).

Coffret électricpe
avec dcran Lactile

Figure 11. Montage d’ extraction au CO supercritique.

> La distillation Turbo est développée pour réduire la consommation d énergie et
d'eau pendant I'ébullition et refroidissement en hydrodistillation (Figure 12).
L’ extraction turbo permet une agitation et un mélange considérables avec un effet de
cisaillement et de destruction sur les matiéres végétales. Avec cette méthode le temps
de distillation est réduit. En outre, il s'agit d'une aternative pour I’ extraction des HE
d épices ou de bois, qui sont relativement difficiles a distiller. En outre, un prototype
d éco-évaporateur pourrait étre gjouté avec |'aspect de la récupération et la
réutilisation de I’ énergie transférée pendant la condensation pour chauffer I’ eau dans
lavapeur (Chemat, 2010).
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Figure 12. Montage de distillation Turbo.

» L’extraction par ultrasons. Dans le but d augmenter les rendements d' extraction et
de réduire la consommation d’énergie, I’ extraction par les ultrasons a été développé
pour améliorer I’ efficacité et réduire le temps d’ extraction. L’ effondrement des bulles
de cavitation genérées lors de |’ ultrasonication donne naissance a des micro-jets pour
détruire les glandes des HEs &fin de faciliter le transfert et la libération des HES des
plantes (Figure 13). Cet effet de cavitation dépend fortement de paramétres de
fonctionnement (la fréguence et I'intensité des ultrasons, la température, le traitement
temps) qui sont cruciales pour une conception et un fonctionnement efficaces des
réacteurs sono (Porto et al., 2009; Asfaw et al., 2005). Cette technique a déja prouvé
son efficience, Mason et al. (2011) ont constaté une augmentation sur le rendement ~
44% lors d'extraction de I'HE provenant des agrumes japonais par rapport aux
méthodes traditionnelles.

Figure 13. Montage d’ extraction par ultrasons.
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> L’enfleurage est réserveé aux HEs a forte valeur gjoutée ; elle est notamment utilisée
avec les fleurs telles le jasmin ou la tubéreuse qui continuent a produire des
meétabolites secondaires apres la cuelllette (Figure 14). Le procédé a froid consiste a
absorber le parfum de ces fleurs en utilisant un corps gras a haut pouvoir d' absorption.
Le corps gras, non renouvelé au cours du processus, est saturé en essence florale et
I"HE est ensuite extraite de la graisse par de I’ é&hanol (Clarke, 2008).

Figure 14. Montage d enfleurage.

D’autres méthodes d'extraction ont été développées, telles que les headspace
dynamique et statique, I’ extraction par fluide supercritique et la micro-extraction en phase
solide (SPME).

c. Méhodes d’analyses des huiles essentielles

La détermination de la composition chimique des HEs est généralement réalisée par la
combinaison de la chromatographie en phase gazeuse avec la spectrométrie de masse ou
I'infrarouge (GC/SM ou GC/IRFT) sur deux colonnes de polarité différente (Hedges et
Wilkins, 1991). Les composes sont alors identifiés d’ apres leur indice de rétention et leur
spectre de masse. Suite aux travaux innovants de Formacek et Kubeczka (1982), une
troisiéme méthode consiste a identifier les composants individuels d’ une HE sur la base d'un
spectre RMN 3C de |’ HE, sans séparation préalable de ses constituants.

Pour permettre la séparation de deux énantiomeres, la GC chirale est la méthode
généralement utilisée. Différentes approches peuvent étre distinguées: I'injection directe du
mélange dans la colonne chirale (I’identification nécessite souvent un systeme SM pour
confirmer I'identité des pics), la séparation sur colonne chirde des deux composés
énantiomeéres purifiés au préalable par une technique chromatographique achirale (Casabianca
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et Graff, 1994) et I’ utilisation de la chromatographie gazeuse multidimensionnelle (MDGC)
qui permet I’injection directe de I’ échantillon dans le chromatographe; |a premiére colonne
achirale conduit a une pré-séparation des composes, qui sont transférés vers la deuxieme
colonne chirale en utilisant la technique coupe-cceur (heart-cutting) (Bicchi et Pisciotta,
1990).

Les propriétés physiques et la composition chimique d’une HE sont déterminées dés
leur obtention. Ces données seront utilisées pour authentifier une HE en vue de son

exploitation industrielle.

|.6.4.2.Utilisation des huiles essentielles comme agents antifongiques et  anti-
aflatoxinogenes

a. Inconvénients desfongicides de synthése

La premiére étape dans la lutte contre la contamination fongique est I’ application des
fongicides dans le champ. Ces derniers peuvent étre appliqués apres la récolte, a condition
gu’ils ne nuisent pas I’ apparence ou la qualité des produits traités (Amiri et al., 2008). Les
antimicrobiens chimiques tels que les benzimidazoles, les hydrocarbures aromatiques et les
inhibiteurs de la biosynthese des stérols ont été utilisés depuis des décennies dans le contréle
des maladies des plantes dans I’ agriculture. Plus récemment, deux autres fongicides, chacun
avec mode daction différent, sont devenus importants dans le marché pyriméthanil

(anilinopyrimidine) et fludioxonil (phénylpyrrole).

L’ usage excessif de fongicides de synthése dans les cultures a été une cause majeure
du développement des populations de pathogénes résistants, ce qui entraine I’ utilisation des
concentrations plus élevées des antifongiques et I’ augmentation conséquente de la présence de
résidus toxiques dans les produits aimentaires. Certains de ces composés ne sont pas
biodégradables, ils peuvent accumuler dans le sol, les plantes et I’eau, et par conséquent

affecter I’ &re humain atravers lachaine alimentaire.

Bien que les traitements chimiques aient été considérés comme le meilleur et le plus
efficace moyen pour prévenir les maladies post-récolte. Le type et la concentration des
fongicides autorisés pour |” application post-récolte sont limités en raison de leur long période
de dégradation et les effets potentiels sur |’ alimentation et la santé humaine (cancérogénicité,
tératogénicité, la toxicité résiduelle éevée et aigué, déséquilibre hormonal et

spermatotoxicité). En raison de ces effets indésirables, des études récentes (Prakash et al.,
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2015) ont abouti ala révocation de I’ enregistrement de certains des fongicides plus efficaces.
Le développement nouveaux fongicides alternatifs et biodégradables qui sont alafois efficace

et économiquement réalisable serait nécessaire (da Cruz Cabral et al., 2013).

c. Leshuiles essentielles comme antifongiques naturels

Afin de réduire I’ utilisation des fongicides de synthese dans les aiments, plusieurs
traitements alternatifs ont éé éudiés. Les métabolites produits par les plantes sont des
alternatives prometteuses parce que les plantes produisent une grande variété de composes,
soit dans le cadre de leur développement ou en réponse au stress ou a une attaque pathogene.
Au cours des derniéres années, un intérét croissant s'est manifesté pour ces substances en

raison de leur statut GRAS (généralement consi dérées saines).

Les HEs ont |'avantage potentiel d étre bioactifs dans leur phase vapeur, une
caractéristique qui les rend attrayants comme fumigants possibles pour la protection des
produits stockés. Leur activité antimicrobienne inhérente est généralement liée a la structure
chimique de leurs composants, la concentration dans laquelle ils sont présents, ainsi que leurs
interactions (synergie, potentialisation, etc.), ce qui peut accentuer leurs propriétés bioactives.
Ils peuvent également contenir divers composés antioxydants qui sont aussi |a base de leurs
propriétés antimicrobiennes. Le fait qu’ils sont constitués par une grande variété de composes,
leur confere d'autres avantages concernant leurs modes d’ action avec la possibilité d’ attaquer
différents genres de champignons et entravent le développement de la résistance de I’ agent
pathogeéne.

Beaucoup de recherches ont éé menées dans ce domaine au cours des dernieres
années. Aspergillus et Fusarium sont les genres de champignons les plus couramment utilisés
pour tester les HES, suivis par Penicillium et d’ autres genres phytopathogenes. Le Tableau V

résume les résultats présentés dans cette section.
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Tableau V. Effets antifongiques des HEs.

Nom scientifique Nom champignons de test Références
commun
Cinnamomum Cannélle A. niger, A. flavus, Fusarium | Veluti et al. (2004);
zeylanicum moniliforme, F. | Singh et al. (2007),
graminearum, Fusarium spp,
Penicillium citrinum et P.
viridicatum
Citruslimon L. Citron P. chrysogenum, P. | Viuda-Martos et al.
verrucosum, A. niger et A. | (2008),
flavus
CitrusreticulataL. | Mandarine | P. chrysogenum, P. | Viuda-Martos et al.
verrucosum, A. niger et A. | (2008),
flavus
CitrussinensisL. Orange P. chrysogenum, P. | Viuda-Martos et al.
verrucosum, A. niger et A. | (2008),
flavus
Cuminum cyminum | Cumin F. solani, F. oxysporum, F. | Boyraz et Ozcan,
oxysporum f. sp. tulipae, F. | (2005) ; Naeini et al.
verticillioides, (2010),
F. poae, F. equiseti, Botrytis
cinerea et Alternata citri
Cymbopogon spp citronnelle | Fusarium spp. Velluti et al. (2004),
Eucalyptus Eucalyptus | A. flavus et A. parasiticus Vilelaet al. (2009),
globulus
Foeniculumvulgare | Fenouil Phytophthora infestans Soylu et al. (2006),
Rosmarinus Romarin P. infestans et B. cinerea Soylu et al. (2006);
officinalis Soylu et al. (2010),
Thymus vulgaris Thym F. OXysporum, F. | Feng et Zheng, (2007);
verticillioides, P. expansum, | Zabka et al. (2009),
A. fumigatus,
P. brevicompactum,
A. flawus e Alternata
alternata

d. M écanisme d’ action des huiles essentielles

Le mécanisme daction des composés actifs dans les HEs n'est pas encore

compléetement élucidé. Cependant, il y atrois aspects sur lesquels la plupart des auteurs sont
d’ accord en attribuant leur fonction inhibitrice (Carson et al., 2002; Ultee et al., 2002; Burt ,
2004; Turinaet al., 2006):

> la présence de groupes OH capables de former des liaisons hydrogenes qui ont des

effets sur les enzymes, en modifiant diverses fonctionsintracellulaires;

34



Revue bibliographique

» I'action sur la morphologie due aux interactions avec les enzymes membranaires,
entrainant la perte derigidité et d'intégrité de la paroi cellulaire;

» Changements de |a perméabilité des membranes cellulaires, granulation du cytoplasme
et rupture de la membrane cytoplasmique. Les trois aspects sont intimement liés entre

eux.

Le caractére hydrophobe de ces composés, les amene a traverser la membrane cellulaire
et d'interagir avec des composés cellulaires, afin qu’ils puissent affecter alafois la membrane
et des enzymes intracellulaires. Certains composés hydrophobes présents dans les HEs
peuvent modifier la perméabilité des membranes microbiennes pour des cationstelsque H * et
K *, et ainsi pourraient provoquer un changement dans le flux de protons, en modifiant le pH
cellulaire et affectant la composition chimique des cellules et leur activité. La capacité des
composés hydrophobes a partitionner ou a se dissoudre dans la phase lipidique de la
membrane cytoplasmique est la clé pour leur activité, mais une solubilité plus élevée ne
signifie pas toujours une plus grande action antimicrobienne. La perte de la perméabilité
différentielle de la membrane cytoplasmique est généralement considérée comme la cause de
la mort cellulaire, car cela peut entrainer un déséquilibre de la pression osmotique
intracellulaire, la rupture subséquente des organites intracellulaires, la fuite du contenu
cytoplasmique et finalement la mort cellulaire. L’ interaction avec les membranes cellulaires
peut également conduire a la perte de certains composants cellulaires, y compris I'ATP, la
molécule principale de stockage d énergie (Cox et al., 2000; Lambert et al., 2001; Di Pasqua
et al., 2006; Turgisetal., 2009; daCruz Cabra et al., 2013; Saad et al., 2013).

D’ autres événements qui peuvent conduire a un dysfonctionnement de la membrane et
une rupture ultérieure comprennent les événements suivants. la dissipation des deux
composants de la force motrice de proton (le gradient de pH et de potentiel éectrique);
I'interférence avec le systéme de génération d énergie (ATP) dans la cellule; I'inhibition des
enzymes; et la prévention de I’ utilisation du substrat pour la production d’ énergie (Coutinho
de Oliveiraet al., 201; EI-Mogy et Alsanius, 2012). Ces actions conduisent al’inhibition de la
germination et la suppression de la croissance du mycédium.

€. Les huiles essentielles comme anti-aflatoxines B

II'y aune longue liste d’ HEs utilisés pour diminuer |’ effet d’ AFB1 dans les aliments.

La capacité de ces produits dépend de la concentration dans laquelle ils sont appliqués et les

conditions qui les entourent. Les résultats de différentes éudes sont regroupés dans le
35



Revue bibliographique

Tableau VI. Ils montrent que de nombreuses huiles sont capables de bloquer la synthése

d AFB1 mais, dans la plupart des cas, cette inhibition est liée a un ralentissement ou a une

inhibition de la croissance fongique

Tableau VI. Effet inhibiteur de quelques HES sur la croissance d’A. flavus et |a production

d’ AFB:.
Nom scientifique Nom commun | Concentration Inhibition dela | Inhibition dela | Référence
utilistedansle croissance production
milieu deculture d’'A. flavus d’AFB1
Ageratum conyzoides Agérate 0,1 pg/mi 49% 100% Nogueiraet al.
0,04 ug/mi 30% 65% (2010),
Pimpinella anisum Anis 0,5 ng/g 100% 100% Blumaet al.
(2008),
Ocimum sanctum Basilic 0,1 pg/ml 72,5% 88,4% Kumar et al. (2010
0,2 pg/ml 90,1% 100% a),
O. sanctum Basilic 0,1 pl/ml 72,25% 82,43% Kumar et al.
0,4 p/ml 100% 100% (2013),
Piper betle Bétel 0,4 p/ml 26,7% 74,50% Prakash et al.
0,6 pl/ml 77,8% 100% (2010),
Callistemon Callistemon 0,546 mg/ml 79,6% 100% Shuklaet al.
lanceolatus 0,819 mg/ml 100% 100% (2012),
C. jensenianum Cannelle 4 pl/ml 63% 84% Tian et al. (2012),
6 p/ml 84% 100%
Amomum Cardamone 0,25 mg/ml 25% 69% Singh et
subulatum 0,5 mg/ml 74% 100% Srivastava, (2008),
Cicuta virosa Pruche aeau 1 pl/ml 60% 31,9% Tian et al. (2011),
4 pl/ml 65,7% 100%
C. citratus Citronnelle 0,2 mg/ml 3% 100 % Paranagama et al.
(2003),
Coriandrum Coriandre 0,75 pl/ml 66,5% 25% Deabes et al.
sativum (2011),
C. cyminum Cumin 0,4 pl/ml 52% 67% Kediaet al. (2014
0,5 pl/ml 91 % 100% b),
Curcuma longa Curcuma 0,5 % (v/v) nd 99% Ferreiraet al.
(2013),
F. vulgare Fenouil 0,75 pl/ml 54,4% 23% Deabes et al.
(2011),
Mentha spicata Menthe 0,6 pl/ml 66,4% 50,2% Kediaet al.
0,9 pl/ml 84,9% 100% (20144),
Cymbopogon martini Palmaross- 0,3 pl/ml 50% 80% Mishraet al.
Géranium des 0,4 p/ml 95% 100% (2015),
Indes
C. sinensis Orange 250 ppm 18,2 % 68,32% Singh et al. (2010),
1000 ppm 100% 100 %
C. maxima Pomélo 250 ppm 234 % 67,21 %
1000 ppm 100% 100 %
R. officinalis Romarin 0,45% (v/v) 0,00% 100 % Rasooli et al.
(2008),
T. wulgaris Thym 0,3 pl/ml 46,9% 75,6% Kumar et al.
0,7 pl/ml 100% 100% (2008),
T. daenensi Thym 62,5 mg/l 6,45 % 17,83 % Gorran et al.
Satureja khoz stanica 500 myg/l 100% 100% (2013),
Sarriette 62,5mg/l 12,38% 18,53 %
S macrosiphonia 500 myg/l 100% 100%
Sarriette 62,5 mg/l 3,07% 10,22%
500 mg/l 65,22% 73,96%
Lippia rugosa Verveine 600 pg/ml 5% 61% Tatsadjieu et al.
1000 pg/ml 5% 100% (2009).
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En raison des excellents résultats obtenus avec ce type de biocontrdle, les chercheurs
sont encore en quéte vers de nouveaux produits naturels et de leurs composés actifs.
Néanmoins, la plupart des recherches seraient nécessaires pour comprendre les mécanismes
d’action sur les champignons aflatoxigenes afin de les transformer en sources potentielles

dans le domaine agroalimentaire.

|.7. Application des huiles essentielles dans la prévention des aliments de la

contamination

Bien que le criblage in vitro d’ extraits de plantes soit un premier pas important dans
I"identification des plantes potentielles a cet effet, la confirmation in vivo de leur activité
biologique est essentielle parce que les matrices aimentaires peuvent interagir avec les
composes bioactifs, diminuant leur efficacité. Les tests in vivo rapportés dans la littérature

sont résumés dans le Tableau VII.

Tableau VII. Effet antifongique de certaines HES in vivo.

HEs moisissure | Matrice alimentaire Effet Références
C.virosa A. flavus Tomates/cerises <10% desfruitsinfectésa | Tian et al.
200 pl / ml pour toutes | (2011),
les souches.
T. wulgaris, Saturgja | A. flavus Ketchup Concentrations Omidbeygi et al.
hortensis et inhibitrices maximales: | (2007),
S aromaticum 350 ppm (T. wulgaris),
500 ppm (S. hortensis).
Chenopodium A. flavus Blé 91% de protection a 100 | Kumar et al.
ambrosioides pug/ mi. (2007),
Origanum majorana, | A. flavus Bois chiche > 75% de protection: 3 | Prakashetal.
C.sativum,  Hedychium uwl/ml (O. majorana), 2,5 | (2012),
spicatum, Commiphora wl/ ml (H. spicatum), 3 ul
myrrha et Cananga /[ ml (C. myrrha) et 2 ul /
odorata ml (C. odorata).
Boswellia carterii A. flavus Poivre nair 65,38% de protection a | Prakash et al.
1,75ul / ml. (2014),
C. cyminum, Laurus | A. flavus Rais Protection @ 50 pl : 60,0 | Razzaghi-
nobilis, M. pulegium, O. % (C. cyminum), 49,8 % | Abyaneh et Rai,
vulgare, et S. montana (L. nohilis), 46,8 % (M. | (2013),
pulegium), 55,9% (O.
vulgare), et 57,4% (S
montana).
S hortensis A. flavus Citron Protection des fruits & | Dikbaset al.
6,25 pl / ml. (2008),
C. jensenianum, R. | A. flavus Pain de seigle Inhibition de la | Subr et Nielsen,
officinalis, L. nobilis, T. croissance fongique a | (2003).
vulgaris, E .caryophylata. 270 ul/l.
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[.7.1. Limitations de |’ utilisation des huiles essentielles

Les HEs sont utilistes comme agents naturels de conservation dans le domaine
agroaimentaire: le poisson (Djenane, 2015), les viandes (Djenane et al., 2011a,b; Djenane et
al., 2012a,b,c; Djenane et al., 2013; Djenane et al., 2018; Djenane et al., 2019), les
ovoproduits (Djenane et al., 2019ab) et, dans plusieurs d autres produits. Bien que
I’utilisation des HES en fumigation sur des grains en stockage puisse constituer une stratégie

intéressante, elle se heurte a plusieurs contraintes :

> Phytotoxicité: L’altération de I'intégrité de la membrane cellulaire suite a
I’exposition aux HEs (responsable de leur effet anti-fongique) pourrait aussi affecter
les plantes et induire une phytotoxicité a des concentrations |égerement plus élevées
gue celles utilisées pour lutter contre les champignons (Isman et Machial, 2006).

> Toxicité pour lesmammiféres: une exposition a des HES ou bien aleurs composants
peut-étre toxique pour les mammiferes. Hartnoll et al. (1993), ont reporté un cas
d’ingestion de 5 ml d huile essentielle de clou de girofle chez un enfant qui a entrainé
une hépatoxicité sévére et un coma. D’ autres effets toxiques des HES ont été rapportés
comme, par exemple, une photosensibilisation entrainant des irritations dermiques et
des brdlures lors dexposition a la lumiére (HE avec une teneur éevée de
furanocoumarins) (Tisserand, 1997). Le linalool, présent dans les HE de thym et de
lavande est également toxique pour des cellules dermique humaines (Prashar et al.,
2004).

> Volatilisation rapide : Les composes des HEs sont hautement volatiles et peuvent
également se dégrader par oxydation suite a une exposition a la lumiére ou une
élévation de température. Cette perte d’ activité nécessiterait donc leur réintroduction
de maniére continue pour maintenir |’ effet protecteur (Kediaet al., 2015).

» Altération des qualités organoleptiques : Les HES sont constituées de substances
aromatiques trés fortes et sont souvent utilisées en industrie cosmétique pour leur
odeur agréable. Leur application sur des aliments pourrait en changer les qualités

organoleptiques et atérer le golt de ces derniers (Kumar et al., 2010).
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|. 8. Présentation et description botanique de quelques plantes utilisées dans
cette étude

l. 8. 1. Citruslimon (L.) var. Euréka
Nom commun : Citron

Noms scientifique : Citruslimon L.

Le citronnier est un arbre du genre Citrus (Rutacées) d’ une hauteur de 3 a4 m et d’une
durée de vie d’ environ 40 ans, supporte une température minimale de -2°C (Bousbia, 2011;
Ontaget al., 2016) (Figure 15 ). Les feuilles composées, unifoliolées, aternées, de forme
variables, lancéolées et elliptiques, a bord denticulé, de taille tres variable de 5 a4 10 cm. Les
fleurs blanches et odorantes. Fruit ovoide, de 5 a 10 cm de diamétre, a peau épaisse,
adhérente, jaune clair & maturité odorante. Le fruit est de forme ovale, avec un mamelon plus
au moins apparent aleur extrémité. La peau fine est colorée en jaune a maturité du fruit ; elle

est pourvue de nombreuses glandes ol éferes renfermant des essences.

Les HEs de citron sont utilisées comme agents naturels de conservation des aiments
tels que les poissons (Mahmoud et al., 2004 ; Djenane, 2015), les viandes (Fernandez-L opez
et al., 2005) , les poulets (Fisher et Phillips, 2006), les produits laitiers (Holley et Patel, 2005
). Leur utilisation est due a la présence des composes ayant des propriétés antimicrobiennes et

antioxydantes.

|.8.1.1. Classification

Selon Padrini et Lucheroni (1996), la classification de Citruslimon L. est la suivante :
Regne: Végétal

Embranchement: Spermaphyte

Classe: Eudicotylédones

Ordre: Rutales

Famille: Rutaceae

Genre: Citrus

Espece : Citruslimon L.
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Figure 15. Citruslimon L.

1.8.2. Citrussinensis (L.) var. valencia
Nom commun : Orange douce
Noms scientifique : Citrussinensis L.

L’ oranger est un arbre appartient a la famille des Rutacées, d’ une hauteur de 2 a3 m
avec un feuillage vert sombre persistant et |égérement ailé, la floraison blanche trés parfumée
(Figure 16). Les fruits mettent 10 a 12 mois pour murir de taille moyenne, de forme
sphérique, et de couleur caractéristique orange (Bousbia, 2011; Patricia et al., 2015). Viuda-
Martos et al. (2008); Singh et al. (2010); Olayaet al. (2016); Djenane, (2015); Djenane et
al. (2019a,b) ont démontré que les HEs d’ orange ont un pouvoir antioxydant et antimicrobien

trés important.

|.8.2.1. Classification

D’aprés Parleet Chaturvedi (2012), laclassification de Citrus sinensis L. est lasuivante :
Regne: Végéta

Embranchement: Spermaphyte

Classe: Eudicotylédones

Ordre: Rutales

Famille: Rutaveae

Genre: Citrus

Espéce : Citrussinensis L.
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Figure 16. Citrussinensis L.

1.8.3. Cuminum cyminum

Nom commun : Cumin

Noms scientifique : Cuminum cyminum L.

Le cumin est une plante herbacée annuelle de la famille des Apiacées, d une hauteur
de 30 cm (Vican, 2001), a feuilles parfumées, finement divisées, ombelles de petites fleurs
blanches ou roses en été (Bremness, 2002). Le fruit est fusiforme, d'une couleur jaune clair,
qui devient plus foncée au contact de I'air, velu, strié variant du vert au gris-brun (Bremness,
2002; Sahaet al., 2016), d' une odeur aromatique et un goQt épicé et amer (Figure 17 ). Il est
considéré comme |’une des épices les plus importantes et se classe le deuxiéme apres le
poivre noir. 1l est utilis€ comme épice pour son effet aromatique spécial, communément dans
les cuisines de I’ Inde, du Pakistan, de I’ Afrique du Nord, du Moyen-Orient, du Sri Lanka, de
Cuba, du nord du Mexique et de la Chine occidentale.

Le cumin est connu pour ses propriétés stimulantes, diurétiques, emmeénagogues,
antispasmodiques et astringentes (Thippeswamy et Naidu, 2005). Il est également utilisé dans
le traitement de la diarrhée, de la dyspepsie et de |a jaunisse (Sultana et al., 2006). Il a été
signalé avoir des propriétés antimicrobiennes et antioxydantes (Shahidi et al., 2000; Hajlaoui
et al., 2010 ; Khosravi et al., 2011; Naveen et al., 2011; Mohammadpour et al., 2012).

|. 8.3.1. Classification

D’ aprés Quezel et santa (1963), la classification de C. cyminum L.
Régne: Végétae
Embranchement : Spermaphytes
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Classe: Dicotyledones
Ordre: Apiales
Famille: Apiaceae
Genre: Cuminum

Espéce : Cuminum cyminum L.

Figure 17. Cuminum cyminum L.

|.8.4. Coriandrum sativum

Nom commun : coriandre

Noms scientifique : Coriandrum sativum L.

La coriandre est une plante annuelle élancée, ramifiée, mesurant généralement en
floraison de 30 a 60 cm mais pouvant atteindre 1,40 m. Le feuillage et la tige sont verts ou
vert clair tirant parfois sur le rouge ou le violet pendant la floraison, glabres, luisants
(notamment les faces inférieures des feuilles) (Bhat et al., 2014). L’ inflorescence, blanche ou
rose-mauve trés pale, est typique des Apiacées (Nadeem et al., 2013)

Les fruits sont globuleux, parfois |égérement allongés, de 3 8 6 mm de diamétre. Les
fruits frais sont verts et dégagent la méme odeur que les feuilles. |ls deviennent beige, puis
ocre-brun clair au cours de leur maturation et développent une odeur plus aromatique (Figure
18). Ce sont des schizocarpes congtitués de deux meéricarpes hémisphériques accolés,
surmontés de ce qui reste du stylopode (parfois des styles) et des dents du calice, ne se
séparant qu’ une fois treés secs (Emamghoreishi et al., 2005).

Le coriandre est une plante originaire des régions méditerranéennes et du Moyen-
Orient, cultivée pour son usage culinaire, aromatique et médicinal (Mildner-Szkudlarz et al.,

2009). Cette plante est d’importance économique puisqu’elle est utilisee comme agent
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aromatisant dans les produits alimentaires, les parfums, les cosmétiques et les médicaments
(Neffati et al., 2011). Il a é&e démontré que I’ HE et divers extraits de coriandre possédent des
propriétés antibactériennes, antidiabétiques, anticancéreuses, antimutagéenes, antioxydantes et
anti-radicalaires (Sreclatha et al., 2009; Zoubiri et Baaliouamer, 2010).

|1.8.4.1. Classification

La classification botanique de C. sativum L. d' aprés Quezel et santa (1963)
Régne: Végétae

Embranchement : Spermaphytes

Classe: Dicotyledones

Ordre: Apiales

Famille: Apiaceae

Genre: Coriandrum

Espéce : Coriandrum sativum L.

Figure 18. Coriandrum sativum L.

|.8.5. Laurus nobilis
Nom commun : Laurier

Noms scientifique : Laurus nobilis L.

Le laurier est un arbuste mesurant de 2 a 6 m et jusqu’a 15 m de haut, atige droite et
grise dans sa partie basse, verte dans le haut. Lesfeuilles de forme lancéolée, aternes,
coriaces, a bord ondulé, sont vert foncé sur leur face supérieure et plus clair a la face
inférieure. Elles dégagent une odeur aromatique quand on les froisse. Les fleurs, blanchétres,
groupées par 4 a5 en petites ombelles, apparaissent en mars-avril. C'est une plante dioique :
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les fleurs méles et femelles sont sur des pieds séparés. Le fruit est une petite drupe ovoide,
noir violaceé et nue (Pariente, 2001).

Le laurier est la seule espece représentant la famille lauraceés dans la région
méditerranéenne d’'ou €elle est originaire, y compris des pays tels que I’ Algérie, le Maroc,
I’Italie, I’ Espagne, le Portugal, la Turquie et la France (Demir et al., 2004; Barla et al., 2007 ,
Diaset al., 2014 ; Snuossi et al., 2016) (Figure 19). Il est largement utilisé comme agents de
saveur pour la préparation des aliments (Camego-Rodrigues et al., 2003; Ouchikh et al.,
2011). Ses feuilles sont utilisées pour supprimer I’ hypoglycémie, les infections fongiques et
bactériennes, pour traiter I'éructation, flatulences et des problemes gastro-intestinaux. Il
présente également des propriétés anti-inflammatoires, anti-convulsivantes, antiépileptiques ,
antimicrobiennes et antioxydantes (Conforti et al., 2006; Ferreiraet al., 2006; Ouchikh et al.,
2011; Ozcan et al., 2010; Polovka et Suhgj, 2010; Speroni et al., 2011; Chmit et al., 2014 ;
Djenane et al.2015; Taoudiat et al., 2018).

|.8.5.1. Classification

La classification botanique de L. nobilis L. d’ apres Quezel et santa (1963) :
Regne: Végétale

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotylédone

Ordre: Lauraes

Famille : Lauraceae.

Genre: Laurus

Espéce: Laurus nobilis L.

Figure 19. Laurus nobilis L.
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|.8.6. Thymus capitatus
Nom commun : Thym

Noms scientifique : Thymus capitatus L.

Le Thymus capitatus (L.) Hoffim. et Link a les caractéristiques suivantes: calice
comprimé latéralement, fortement rétréci a son extrémité, en forme d’ utricule, a dents serrées
les unes contre les autres. Corolle de 8-10 mm, longuement saillante, plus de 2 fois plus
longue que le calice. Arbrisseau rigide a feuilles linéaires ou linéaires - lancéolées ciliol ées.

Inflorescences en glomérules courts et tres denses-rocailles-trés rare (Figur e 20).

Le thym est trés utilisé en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles
sont utilisées en infusion contre la toux, en décoction pour guérir les maux de téte,
hypertension et gastrites, en usage externe comme cicatrisants et antiseptiques. L'HE est
largement utilisée comme agents antiseptiques dans plusieurs domaines pharmaceutiques et
comme aromatisants pour de nombreux types de produits alimentaires. Elle a d§a prouve ses
propriétés antibactériennes, antifongiques et antioxydants (Bounatirou et al., 2007; Mkaddem
et al., 2010).

|.8.6.1. Classification

D’ aprés Quezel et Santa (1963), la classification de Thymus capitatus L. est la suivante :
Régne: Végétale

Embranchement : Spermaphytes

Classe : Dicotylédone

Ordre: Lamiales

Famille: Lamiaceae

Genre: Thymus

Espéce : Thymus capitatus L.
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Figure 20. Thymus capitatus L.
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I1.1. Matériel végétal

L’ ensemble du matériel végétal a été récolté de différentes régions de I’ Algérie durant
la période allant de Mars-Juin 2015. L’identification botanique des différentes especes a été
réalisée au Département de botanique (Ecole Nationale d Agronomie, d’ Alger). L’identité des
espéces a été également confirmée selon les clés botaniques dans |la "Flore d’ Algérie” (Quezel
et Santa, 1963). Le Tableau VII1 comprend les stations de récolte, les familles botaniques et

les noms scientifiques des plantes, ainsi que les parties utilisées.

Avant toute extraction, un prétraitement adéquat est effectué, certaines especes ont été
triées, séparées et séchées a I’ombre dans un endroit bien aéré, ensuite les parties végétales
ont été bien conservées jusqu’aleur utilisation et d’ autres ont été utilisées directement al’ état

frais.
Tableau VIII. Présentation des espéces étudiées
Espéce Localité | Site de | Partie Dénomination | Famille Date de
collection utilisée | usuelledela préévement
plante
C. limon ITAF Blida Ecorce Citron Rutacées | 04.03.2015
Boufarik
C. sinensis ITAF Blida Ecorce Orangedouce | Rutacées | 04.03.2015
Boufarik
C. sativum Reghaia Alger Grains Coriandre Apiacées | 09.04.2015
C. cyminum Reghaia Alger Grains Cumin Apiacées | 30.4.2015
L. nobilis Mesghana | Tizi-Ouzou | Feuilles | Laurie Lauracées | 13.05.2015
T. capitatus Mesghana | Tizi-Ouzou | Partie Thym Lamiacées | 26.06.2015
aérienne

Il. 2. Extraction et caractérisation des huiles essentielles
I1.2.1. Hydrodistillation

Les HEs sont extraites du matériel végétal par hydroditillation a la pression
atmosphérique, a I'aide d'un appareil de type Clevenger (Figure 21) préconisé par la

pharmacopée européenne (Pharmacopée Européenne, 1997).

Le procédé consiste a immerger la matiere végétale (200 g) dans un bain d'eau
ditillée (800 ml a 1,3 L ) selon la durée de la digtillation, qui est de trois & six heures en
fonction de la matiere, 3 h pour C. cyminum (Kedia et al., 2014; Naeini et al., 2014), L.
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nobilis; 4 h pour C. limon, C. sinensis (José Velazquez-Nufiez et al., 2013 ), C. sativum (
Prakash et al., 2012), et 6 h pour T. capitatus (Tabti et al., 2014).

Figure 21. Montage d’ hydrodistillation.

Le mélange est porté a ébullition par un chauffe-ballon. Le réfrigérant sert a condenser
la vapeur en digtillat (hydrolat) et I’extraction débute lorsque les premiéres gouttes tombe
dans le collecteur. Le digtillat est séparé en deux phases: I'HE constitue |a phase supérieure et
I’eau la phase inférieure. L’'HE se concentre alors dans la phase organique. La solution
organique d'HE ainsi obtenue est séchée par du sulfate de sodium anhydre (Na2SO4) (Sigma-
Aldrich, France) puis récupérée, pesée et conservée dans des vias opagues colorés en brun,
hermétiquement fermés et stockés dans un endroit frais (~ 4 °C) a I’abri  de la lumiére
pendant 3 moins avant d’ étre utilisés (Prakash et al., 2012).

I1.2.2. Calcul du rendement en huile essentielle
Le rendement (Rdt) des extractions d' HES a é&té défini comme étant |e rapport entre la

masse d'HE obtenue et la masse de matiere végétale utilisee selon la formule suivante
(AFNOR, 2000):

RAtHE = [M/MO] x 100
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ou:
RdtHE: rendement de |’ extraction d' HE en %;
M: masse d' HE en gramme;

Mo: masse de la matiere végétal e seche utilisée en gramme.

11. 2.3. Etude analytique des huiles essentielles

11.2.3.1. Propriétés organoleptiques

Les différentes caractéristiques organoleptiques (aspect, couleur, odeur) des HEs ont
€té répertoriées.
I1.2.3.2. Propriétés physico-chimiques

a. Mesure desindices physiques

Ces analyses ont été faites en conformité aux normes A.F.N.O.R. (2000). Quelques
caracteres physiques ont été déterminés a savoir la densité, I'indice de réfraction, et deux

indices chimiques en I’ occurrence I’indice d’ acide et I’ indice d’ ester.

« Indicederéfraction

L’indice de réfraction est |e rapport entre le sinus de I’angle d'incidence et le sinus de
I’angle de réfraction d’ un rayon lumineux de longueur d’ onde déterminée, passant de I'air
dans I’'HE maintenue & une température constante de 20 °C. Il a été déterminé par la lecture
directe &1’ aide d’ un réfractométre. L’indice de réfraction 12° &latempérature de référence a
été donné par larelation suivante:

n2 =t + 0,000 (-t
Oou:

t=20°C

n5 - Valeur obtenue a la température ¢
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« Densitéreative

La densité relative a 20 °C d’une HE est le rapport de la masse d'un certain volume
d’ huile & la masse d'un égal volume d'eau distillée. La densité relative a éé donnée par

I’ expression:

ou:
me: masse du pycnomeétre rempli d’HE;
Mo: Masse du pycnhométre vide;

mz: masse du pycnometre rempli d’ eau distillée.

b. Mesure desindices chimiques
% Indiced’acide

L’indice d' acide est le nombre de milligrammes (mg) d hydroxyde de potassium
(KOH) nécessaire a la neutralisation des acides libres contenus dans 1g d'HE. D’ou, dans un
ballon, la prise d’ essai a été introduite et 5 ml d'éthanol (Sigma-Aldrich, France) et 5 gouttes
de solution de phénolphtaléne (Sigma-Aldrich, France) ont é&é goutées. Le liquide a é&é
neutralisé avec la solution éthanolique de KOH (0,1 mole/l) contenue dans une burette,
jusqu’a obtention d’'une couleur rose. Le ballon et son contenu ont été réserves
éventuellement pour la détermination de I'indice d'ester. L’indice a éé donc donné par la

formule:

IA=561V/m
Oou:
5,61: correspond a0,1mole/l de KOH,;

V: volume en ml de la solution de KOH utilisée;
m: masse en g de laprise d essal.

+» Indiced ester

Dans le ballon contenant la solution provenue de I’indice d’ acide, 25 ml d’ une solution
de KOH ont été gjoutés a 0,5 mol/l, puis le réfrigérant a été adapté, placé sur le chauffe ballon

et laissé chauffer pendant une heure. Aprés avoir été refroidis, 20 ml d’ eau et 5 gouttes de la
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solution de phénolphtaléine ont été goutés a 0,2%. L’exces de KOH a été titré avec la
solution d’ acide chlorhydrique (0,5 mol/l); parallélement, un essai a blanc a été effectué dans
les mémes conditions, en remplacant la solution provenue de I’indice d’acide par 5 ml

d’éthanol. L’indice d’ ester a été calculé par laformule:

|E =28,05/m (Vo— V1)
ou:
28,05: correspond a 0,5mol/l de KOH;
Vo: volume en ml, de lasolution d’ acide chlorhydrique utilisé pour I’ essai a blanc;
V1. volume en ml, de la solution d'acide chlorhydrique utilisé pour la détermination de
I"indice;

m: masse en grammes, de la prise d’ essai.

I1.2.4. Analyse par Chromatographie en Phase Gazeuse couplée a la Spectrométrie de
Masse (CG/SM)
I1.2.4.1. Analyseen GC/MS

Les spectres de masse des composés volatils ont été obtenus sur un spectrometre de
masse a quadripble et ionisation par bombardement éectronique Agilent couplé a un
chromatographe Agilent doté d un injecteur automatique. Les informations concernant le type
de colonne, |e détecteur et les réglages du CG/SM sont résumées dans e Tableau | X.

Tableau | X. Conditions opératoires des analyses GC/MS

Composant Particularité et température
CG/SM

Agilent HP 6850 et 7890
Injecteur 250°C

Volume injecté

2 ul dans|”hexane

Gaz vecteur

Hé&ium, 1,0 ml/min

Colonne

Capillaire, DB-5

Dimension de la colonne

30 m, 0,25 mm, 0,25 um

Gradient

60—>3 °C/min —245 °C (4 min)

lonisation Impact électronique a 70 eV
Balayage automatique 50-550 amu
Sourced’ion 230°C

SM, quadripole 150 °C
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I1.2.4.2. Identification des composes volatils

L’identification des composeés volatils a été faite par CG/SM aprés une separation des
échantillons sur colonne capillaire apolaires (5DB). Le nom d une molécule a été trouve en
comparant les spectres de masse (SM) obtenus avec la bibliographie notamment Adams
(2007) en paraléle avec I’ utilisation des indices de rétention (IR). Ces IRs ont été calcul és sur
les deux types de colonne apolaire et polaire en utilisant les temps de rétention (TR) des
acanes dun mélange de n-alcanes (C8-C27) analysé dans les mémes conditions

chromatographiques (van Den Dool et Kratz, 1963) selon |’ équation suivante:

IR=100xZ+ 100 x n [(tRS —tRZ)/ (tR(Z + n) —tRZ)]
Oou:
tRS: temps de rétention absolu du soluté étudié;
tRZ: temps de rétention absolu de I’ alcane a Z atomes de carbone qui précéede le soluté;
tR(Z + n): temps de rétention absolu de I’alcane a (Z + n) atomes de carbone qui suit le
soluté;

n: différence du nombre d’ atome de carbone entre les deux alcanes (généralement n = 1).

Lorsgque nous disposions des standards commerciaux purs, nous avons Vérifié que le
TR, I'IR et le SM du standard pur correspondaient bien, respectivement, au TR, IR et SM du

compose aidentifier.

I1.3. Tests biologiques
11.3.1. Matériel fongique

La souche aflatoxinogene Aspergillus flavus NRRL 62477 (E73) qui hous a été fournie
aimablement par I’ Institut National Polytechnique de Toulouse (France) a été utilisée comme
souche test pour le déroulement des travaux de la présente thése. Certaines autres moisissures
d’intérét alimentaire ont é&é aussi utilisées, a savoir: Aspergillus carbonarus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus ochracus, Aspergillus tamari, Aspergillus terreus,
Fusarium sp, Penicillium sp, Rhizopus sp qui nous ont été fournies par le Laboratoire du
recherche sur les produits bioactifs et la valorisation de la biomasse de |I'Ecole Nationale

Supérieure de Kouba, Alger (Annexell).
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[1.3.2. Milieux de culture

- Milieu CAM (Coconut Agar Medium) (Sigma-Aldrich, France).
- Milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Sigma-Aldrich, France).
-Milieu MEA (Malt Extract Agar) (Sigma-Aldrich, France).

- Milieu (G25N) (Glycerol Nitrate Agar) (Sigma-Aldrich, France).
- Milieu CYA (Czapek, Y east, Agar) (Sigma-Aldrich, France).
- Milieu AFPA (Aspergillus flavus et parasiticus Agar) (Sigma-Aldrich, France).

- Milieu SMKY (Sucrose - Magnesium sulphate - potassium nitrate - Yeast extract) (Sigma-
Aldrich, France).
- Milieu DRBC (Dichloran Rose Bengale Chloramphenicol Agar) (Sigma-Aldrich, France).

La composition chimique de ces milieux est mentionnée en Annexel.
11.3.3. Identification del’especed’ A. flavus E73

a. ldentification du genre
¢ ldentification macroscopique

L’ observation des colonies dével oppées de cette souche, s est faite tout d’ abord al’ ceil
nue dans le but de déerminer Sl sagit d'un Aspergillus en fonction des caractéres
morphologiques du mycélium. La souche A. flavus a été repérée visuellement a la surface de

lagélose par saforme et sa couleur caractéristique.
+« ldentification microscopique
L’ observation microscopique s'est basée sur le mode de groupement des conidies
(spores), le mode de conidiophore et de I’ agencement des cellules conidiogéenes.
% Préparation microscopique al’aide d’un ruban adhésif transparent
Consiste a effectuer le prélévement al’ aide d un morceau de ruban adhésif transparent

qui a été plaqué |égérement a la surface de la culture, puis collé sur une lame de microscope,

I’ observation microscopique a été faite au grossissement x 10 et x 40.
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11.3.3.2. Identification de |’ espece

L’ espece appartient au genre Aspergillus a été identifiée par la méthode de single
spore sur trois milieux: MEA a25 °C, G25N a25 °C et CYA a 37 °C. La couleur des colonies
est rapportée apres une et deux semaines de croissance. L’identification de I’ espece a été
réalisée selon le guide Pitt et Hocking (2009).

a. Confirmation sur milieu AFPA

Ce milieu confirme |’ appartenance au groupe A. flavus et A. parasiticus. Dans ce
milieu la couleur du revers de la colonie est jaune-orange aprés une incubation de5 a7 jours a
28+ 2°C.

11.3.4. Test de confirmation du pouvoir aflatoxinogéne de la souche

Deux milieux de culture ont été utilisés dans cette expérimentation. Le milieu CAM et
le milieu SMKY.

a. Etude du pouvoir aflatoxinogéne sur milieu de culture solide

La souche fongique a été ensemencée par point central sur milieu gélosé a base
d’extrait de noix de coco déchiqueté (CAM), favorable ala production d’ aflatoxines (Fente et
al., 2001). Apres 48 a 72 h d'incubation a 28 °C, la souche productrice d AFB; a développé
une fluorescence bleue visible sous UV (365 nm) et un revers de la colonie jaune orangé
visible alalumiere du jour. En vue d une confirmation de la production d’ AFB1, la culture de
cette souche fongique a subi une extraction au méthanol (Sigma-Aldrich, France). Trois
rondelles de 6 mm de diamétre de milieu colonisé par le mycélium ont é&é découpées, puis
introduites dans un tube Eppendorf de 2 ml, I’extraction de I’ aflatoxine a été réaisée par
I’addition de 1 ml de méthanol. Apres incubation pendant une heure a température ambiante
et al’abri delalumiére, le mélange a été centrifugé pendant 10 minutes a 12000 tours /min et,
le surnageant a éé aspiré a I'aide d une micropipette puis injecté dans un autre tube
Eppendorf. Par la suite, la production d’ aflatoxine a été confirmée par chromatographie sur
couche mince (CCM) selon Calvo et al. (2004), ou un volume de 50 pl d’ échantillon est spoté
sur plaque CCM, espacée de 2 cm. Le développement des chromatogrammes a été effectué
dans une cuve standard (20 x 20 cm) préalablement saturée avec le systéme de solvant de

développement Toluene/Alcool iso-amylique/Méthanol (90:32:2; viviv) (Sigma-Aldrich,
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France). Aprés migration, les plagues ont ét€ retirées et séchées. Les aflatoxines ont été
détectées en placant les plagues sous lumiére UV (365 nm). L’ AFB:1 apparait sous forme de
tache bleue. L’'intensité de la fluorescence des taches a permet de confirmer la présence
d aflatoxine.

b. Etude du pouvoir aflatoxinogéne sur milieu de culture liquide

La méthode consiste a cultiver la souche A. flavus (rondelles) dans 25 ml du milieu
liquide SMKY/, apres une période d’incubation de 10 jours a 28 + 2 °C. L’ extrait a été filtré
sur papier filtre Whatman N° 1(Sigma-Aldrich, Allemagne). Le filtrat a été extrait par 25 ml
de chloroforme (Sigma-Aldrich, France). Aprées agitation, puis une décantation, la phase
chloroformique inférieure a été récupérée et évaporée a sec a latempérature de 50 °C dans un
évaporateur rotatif. Le résidu a été solubilisé dans 1 ml de chloroforme (Mishra et al., 2013).
Ensuite, la production d’ aflatoxine a été confirmée par CCM en suivant |les mémes étapes de

lasection 3.4.1.

[1.4. Préparation del’inoculum

Les spores des jeunes cultures (cultures de 7 jours) de chague souche ont été
récupérées par un lavage des boites de Pétri, avec un volume de 10 ml d une solution stérile
de Tween-80 a 0,1% (v/v) (Sigma-Aldrich, France). La suspension a été ensuite filtrée a
travers un tissu moudine stérile entreposé sur un entonnoir stérile et, le filtrat récupéré
représente I’inoculum. A 1 ml de la suspension de spores préalablement agitée, 9 ml d’ eau
tweenée ont été gjoutes, la solution mere ains obtenue permet de préparer la gamme étalon.
Le nombre de spores dans chaque dilution a été déterminé gréce a un comptage al’aide de la
cellule de Mallassez. La courbe d’ étalonnage a été établie par la mesure de la densité optique
(DO) de chaque dilution al’ aide d’ un spectrophotometre a une longueur d’ onde de 625 nm en
fonction du nombre de spores comptées sur lacellule (AnnexellI1).

Avant chaque inoculation, le nombre de spores a été estimé par référence a la courbe
d’ éalonnage. La suspension a été diluée de maniére & obtenir un nombre de spores de 1 x 10°

/ml.

I1.5. Activité antifongique in vitro des huiles essentielles

L’ évaluation de I’ activité des HES sur la croissance mycélienne de la souche test a été

réalisée en utilisant latechnique de contact direct. La méthode utilisée pour tester la sensibilité
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de la souche fongique vis-a-vis des différentes HEs est celle de Singh (2008) et José
Veldzquez-Nufiez et al. (2013).

La difficulté rencontrée pour I’ utilisation des HES dans des milieux agqueux a cause de
leur caractere hydrophobe. Des tests préliminaires ont éé effectués sur le choix de
I’émulsifiant: e méthanol, I’ acétone (Sigma-Aldrich, Allemagne), I’ é&hanol (Sigma-Aldrich,
France) et diméthyl sulfoxyde (DMSO) (Sigma-Aldrich, Allemagne). Les résultats obtenus
ont révélé que le DMSO permet une trés bonne dispersion des HEs et |"’homogénéité du

mélange.

La solution HE/DM SO (3%) obtenue a été incorporée au milieu gélosé de maniere a
obtenir les concentrations suivantes: 0,25; 0,5; 0,75; 1,00; 1,25; 1,5; 1,75; 2,00 mg/ml de
milieu PDA. Le milieu ainsi supplémenté a été coulé dans des boites de Pétri a raison de 15
ml par boite. Aprés solidification, 10 ul de la suspension fongique (1 x 10° spores/ml) ont été
déposés au centre du milieu de culture. Le témoin a éé préparé sans HE. L’ensemble a é&é
incubé dans une éuve alatempérature de 28 + 2 °C (Figure 22).

10 mil de milieu PDA

l

Addition de I'HE

!

Témoin O, 25 mg/ml 0.5 mg/ml 075 magil 1,00 mgial 1,25 mgiml 1.5 mgml 175 mgiml 200mgimsl

o

l

Solidification

i

Inoculation avec 10 pl de la suspension fongigue {1=10%
sporesml)

|

Incubation a 28 = 2°C

!

Mesure de diamétre gquotidiennement pendant 7 jours

Figure 22. Schéma du test de I’ activité antifongique des HEs sur A. flavus.

La croissance mycélienne est suivie en mesurant le diamétre suivant deux droites

perpendiculaires au centre. Les mesures ont été faites quotidiennement pendant 7 jours. La
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comparaison des dimensions obtenues avec celles des témoins a permet de calculer le
pourcentage d'inhibition (1%) selon laformule suivante (Albuquerque et al., 2006):

1% = (Dtémoin — Dessai /Dtémoin) * 100

Dont:
Dessai: e diamétre de la zone de la croissance del’ essai en cm;
Dtemoin: e diamétre de la zone de la croissance du témoin.

11.5.1. Lafungitoxicité des huiles essentielles

L’ étude de la nature d’inhibition des différentes HES a été réalisée pour déterminer les
concentrations minimales inhibitrices (CMIs), et les concentrations minimales fongicides
(CMFs).

11.5.1.1. Détermination des concentrations minimales inhibitrices (CMI) et fongicides
(CMF)

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et fongicide (CMF) de chague HE a été
déterminée suivant la méthode de dilution en milieu liquide rapportée par Shukla et al.
(2008). Dix (10) pl de la suspension fongique (1 x 10° spores/ml) a tester ont été inoculés
dans des tubes a contenant 10 ml du milieu liquide SMKY a différentes concentrations
de I'HE (0,25; 0,5; 0,75; 1,00; 1,25; 1,5; 1,75; 2,00 mg/ml). Des tubes témoins contenant le
milieu de SMKY, ont été inoculés seulement avec la suspension fongique. L’ ensemble a été
homogénéisé et incubé a 28 + 2 °C pendant 7 jours. Aprés incubation, I’ observation de la
gamme a permet d’ accéder a la CMI, qui correspond a la plus faible concentration en HE
capable d’'inhiber la croissance du microorganisme (Djenane et al., 2012; Tatsadjieu et al.,
2009; Tian et al., 2011).

Les tubes qui ont montrés une inhibition totale ont été réensemencés dans des boites
qui contiennent 10 ml du milieu de culture PDA. Lorsgu’'il y a une reprise de la croissance
mycélienne, la concentration est dite fongistatique (CMFs) (Bajpai et al., 2010). En revanche,
sil n'y enaplus, elle est appelée fongicide (CMFc) (Shuklaet al., 2012).
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I1.6. Test d’inhibition dela production des aflatoxines B1

La quantité des AFB:1 produite en milieu SMKY par la souche toxinogene a été
mesurée par la méthode chromatographique sur couche mince, sur gel de silice et dosage du
pouvoir absorbant a la longueur d onde de 360 nm, suivant la méthode rapportée par Mishra
et al. (2013) (Annexell).

11.6.1. Test anti-aflatoxinogene

Des Erlen-Meyer de 100 ml contenant chacun 25 ml de milieu liquide SMKY,
additionné de différentes concentrations de I'HE (0,25; 0,5; 0,75; 1,00; 1,25; 1,5; 1,75; 2,00
mg/ml), ont été ensemencés chacun avec 50 pl de suspension fongique (1 x 10° spores/ml).
Le milieu SMKY sans HE a été utilisé comme contréle négatif. Les cultures ont éé incubées
a 28 + 2 °C en agitation continue ~ 150 rpm dans un shaker pendant 10 jours. Aprés
incubation, les mycéliums produits dans les cultures liquides ont été retirés par filtration et
lavage sur un papier filtre Whatman N°1. Le poids du mycélium (mg) a été déterminé apres
étuvage & 80°C pendant 12 h en utilisant laformule d’ Imtigj et Lee (2007):

P=P.-Fo
Dont:
Po: poids du papier filtre en;
P1: papier filtre et le matériel fongique apres étuvage.

L’AFB; a éé extraite deux fois a partir du filtrat avec 25 ml dans une ampoule a
décanter. Apres agitation, le mélange a été€ laissé reposer pendant toute la nuit. La phase
chloroformique a éé récupérée et évaporée a sec a la température de 50 °C dans un

évaporateur rotatif. Le résidu a été solubilisé dans 1 ml de chloroforme.

Les plagues de gel de silice ont été préparées apres mélange de 259 de gel de silice
HF254 (Fluka, Allemagne) dans 60 ml d’ eau distillée dans un Erlen-Meyer de 250 ml. Aprés
une forte agitation, la péte a été étalée de maniére uniforme sur des plaques en verre propres
en utilisant I’ éaloir de Desaga réglé de maniére a obtenir une couche de 0,25mm d’ épai sseur.
Les plaques ont été sechées a 40 °C pendant une nuit et régénérées a 105 °C juste avant d’ étre

utilisées.
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A I'aide d’une microseringue, des aliquotes de 50 pl de I’ extrait aflatoxine ont été
déposés sur la plague sous forme de spots par petites fractions. Le standard d' AFB;1 a éé
spoté au méme temps que les échantillons. Les plagues ont été ensuite placées dans une cuve
de chromatographie dont |’atmosphere a été préaablement saturée avec le systeme solvant
d éution Toluéne/Alcool iso-amylique/Méthanol (90:32:2; viviv).

Apres développement, les plaques ont été séchées sous hotte aérée toute la nuit, afin
d’ diminer toute trace du solvant. Les chromatogrammes ont été ensuite observés sous lumiéere
ultra-violette (UV) pour localiser les taches présentant une absorbance a 365 nm. Les taches
fluorescentes ont été grattées, dissous dans 5 ml de méthanol; la solution obtenue a été
centrifugée a 3000 g pendant 5 min. L’absorbance du surnageant a été effectuée dans un
spectrophotométre UV-Visible a 360 nm. La concentration de I'AFB1 a été calculée par la
formule selon Singh et al. (2008):

[AFB1] en pg/ml =[(D x M)/(E x L)] x 1000

Dont:

D: absorbance;

M poids moléculaire de I’ aflatoxine (312 g/mol);

E: coefficient d’ extinction molaire (21, 800 I/mole/ cm);
L : longueur du trgjet optique (cellule de 1 cm).

En outre, I'inhibition de I’ AFB1 a été cal culée comme suite (Tian et al., 2012):

1% = (1 — X/Y) x 100

Oou:
X (ug/ml): concentration de |’ AFB; dans le traitement;

Y (ug/ml): concentration moyenne de I’ AFB1 dans témoin.
[1.7. Spectre fongitoxique des huiles essentielles contre certaines moisissures d’intérét

alimentaire

La concentration minimale inhibitrice (CMI) et celle minimale fongicide (CMF) des
HEs ont é&té déterminées en utilisant la méthode du milieu liqguide SMKY contre neuve

moisissures dominant a savoir A .carbonarus, A. fumigatus, A. niger, A. ochracus, A. tamari,
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A. terreus, Fusarium sp, Penicillium sp, Rhizopus sp en suivant les mémes étapes de la
section 5.1.1.

11.8. Evaluation del’activité antioxydante des huiles essentielles

11.8.1. Evaluation del’activité de piégeage du radical libre par la méhode de DPPH

Cetest vise amesurer la capacité de I’ huile a piéger le radical relativement stable, 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH*). Le piégeage de ce radical provogque un changement de
couleur de la solution initidle du violet foncé au jaune suite a la réaction de sa réduction
(diphényl-picrylhydrazine) (Figure 23).
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Figure 23. Réaction d’ un donneur d’ hydrogene (antioxydant) avec le radical DPPH*®

Selon Brand-Williams et al. (1995), a 5 ml d'une solution méthanolique de DPPH
fraichement préparée (0,004%) (Sigma-Aldrich, Allemagne), 50 ul de diverses concentrations
de chaque HE et de standard, Butyl-hydroxytoluéne (BHT) (Sigma-Aldrich, France) (100 -
1000 pg/ml) ont été gjoutés. Les mélanges ont été agités au vortex et incubés dans |’ obscurité
a température ambiante pendant 30 min. La disparition du radical DPPH* a été suivie par
spectrophotométrie a 517 nm contre un blanc (solution de méthanol) a I'aide d'un

spectrophotomeétre. Le pourcentage d'inhibition (1%) du radical a éé calculé avec la formule
suivante:

1% = [(A blanc — A &chantilion)/A blanc] x100
ou:
A blanc: absorbance de |a réaction de contréle contenant tous les réactifs sauf I huile;

A ehantillon: absorption de |’ échantillon contenant une dose d’ HE testée.

D’aprés Djenane et al. (20193, b), la valeur de la concentration inhibitrice 1Cso
représente la dose de I'HE qui cause la neutralisation de 50% des radicaux de DPPH. L’ 1Csy,
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utilisée comme une estimation de I’ activité antioxydant, a été estimée par extrapolation en
tracant la courbe des pourcentages d’ inhibition (1%) en fonction des concentrations.

11.8.2. Evaluation de I’ activité antioxydante par la méthode g-car oténe/acide linoléque

C'est I'une des méthodes complémentaires utilisées pour le criblage de substances
antioxydantes. Elle est basée sur le principe que I’ acide gras insaturé (acide linoléique) qui
s'oxyde spontanément en présence des especes réactives de I’oxygéene "Reactive Oxygen
Species’ (ROS). Alors, les produits de réaction déclenchant la transformation du S-carotene
en sa forme incolore. Le degré de décoloration est mesuré par spectrophotométrie pour une
estimation de I’ activité antioxydante. La méthode utilisée est celle décrite par Miraliakbari
and Shahidi (2008). Une solution stock de mélange émulsion fS-caroténe/acide linoléque
(Sigma-Aldrich, France) a été préparée comme suit: 0,5 mg de cristaux de p-carotene a été
dissous dans 1 ml de chloroforme et 1 ml de cette solution a été transféré dans un balon
contenant 25 pl d'acide linoléique et 200 ul de Tween-40. Aprés I’éimination compléte de
chloroforme par évaporation, 100 ml d’eau distillée enrichie en oxygéne a éé gjoutée sous
agitation vigoureuse. Des aliquotes de 2,5 ml de ce mélange ont été transférés dans une série
de tubes a contenants 350 ul d'HE diluée dans le DM SO (concentration finale de 2 g/l).
Apres une agitation vigoureuse, les tubes ont été incubés a 50 °C pendant 2 h. L’ échantillon
négatif a éé préparé en remplacant I'HE par le DMSO. L’absorbance a été finaement
mesurée a 470 nm contre un blanc (émulsion sans S-carotene). Les activités antioxydantes

(1%) ont éte calculées en utilisant laformules suivante (Shuklaet al., 2012):

1% = (AdAq) x 100

ou:
Ao: absorbance respective de I’ échantillon et du contréle at = 0 min;
At: absorbance respective de I’ échantillon et du contréleat =2 h.

11.9. Test de phytotoxicité et in vivo des huiles essentielles
11.9.1. Blé

Dans cette étude deux variétés de blé tendre (Triticum aestivum) ont été utilisées, AS
81189 A (Ain Abid) et HD 1220 (Hiddab). Les échantillons de blé ont été récoltés au champ,
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pendant le stockage dans les silos en 2016; un poids déterminé de chaque variété (7,5 Kg) a
€été placé dans un sachet stérile et amené au laboratoire pour étre analysé (Tableau X).

Tableau X. Sites de collecte et principales caractéristiques écologiques des deux variétés de
blé.

Variéédeblé Localité | Sitedecollection | Coordonnées géographiques
(Silo) LatitudeN | LongitudeE | Altitude (m)
-AS 81189 A (Ain | Alger Dar El Baida 36°42'51" | 3°12°45” 17
Abid) et HD1220
(Hiddab)

[1.9.2. Détermination du taux d’humiditérelative du blé

Le taux d humidité relative (HR) de I’ échantillon a été déterminé par la méthode de
Mandedl (2005), en introduisant 30 g d’ échantillon (Peh.,) broyés dans une coupelle tarée (t),
elle-méme positionnée dans une étuve réglée a 100 °C. L’ échantillon a été ensuite pese avec
précision toutes les vingt-quatre heures, apres avoir été refroidi & température ambiante dans
un dessiccateur, et ce jusqu’a obtention d' un poids constant (Pr). L"humidité relative a été
calculée selon larelation suivante:

HR% = (Pech. — Pr)/(Pech. — t) x 100
Oou:
HR% : humidité relative en pourcentage;
Pech: poids de laprise d’ essal avant I’ étuvage;
Pt poidsdelaprised’ apres |’ étuvage;

t: poids taré de boite de Pétri.
Lamesure del’HR% est |e résultat de la moyenne de trois essaies de chaque échantillon.

11.9.3. Test de phytotoxicité

11.9.3.1. Tests préliminaires de ger mination

Dans le but d’obtenir des taux maximums de germination et de choisir une durée
moyenne pour |es tests de germination, des tests préliminaires de germination ont été réalises.
Toutes les graines des deux variétés ont été soumises a ces tests. Deux boites de Pétri pour
chaque variété ont été utilisées, 10 ml d'eau distillée ont y été introduits. Ensuite, 10 graines
de chaque variété ont été déposées sur le papier filtre humide dans chaque boite. Les graines
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ont été incubées dans une éuve a 23 + 2 °C «t, la germination des graines a été suivie chaque
jour & la méme heure. La durée d’'incubation était de 10 jours. Au 8™ jour d’incubation,
toutes les graines germées ont développé une radicule et une tigelle. Aprés cette durée
d’incubation nous avons remarqué qu’'il n’ya plus de germination et que les racines ont
commencé a se dessécher et certaines d’ entre elles, ont présenté des longueurs importante et
se chevauchent. Ces tests préliminaires ont permis aussi de déterminer la durée des tests

finaux de germination (8 jours) (Annexell).

11.9.3.2. Tests finaux de germination

La phytotoxicité des HEs a été déterminée en termes de germination de deux variétés
des graines de blé tendre par rapport au témoin, avec la méme méthode décrit par Kordali et
al. (2008) appliquée sur des semis de pois chiche. Les graines ont été stérilisees avec
d’ hypochlorite de sodium (1%) pendant 5 min pour éviter toute contamination microbienne et
ensuite rincées trois fois avec de I’eau distillée stérile. Les graines ont été ensuite déposées
dans de I’ eau distillée stérile pendant 1h. Les graines vides et non développées qui flottaient
dans |’ eau distillée stérile ont été écartées.

Deux couches de papier filtre humidifié avec 10 ml d eau distillée ont été placées au
fond de chaque boite de Pétri. Par la suite, 50 graines de choix ont été placées sur le papier
filtre. 10 pl de chague HE a été laisseé s égoutter sur papier filtre Whatman N° 1 placé sur le
couvercle a I’aide d’une micropipette. Les boites de Pétri ont éé scellées avec du parafilm
pour empécher les vapeurs d' HE d’ échapper en dehors des boites de Pétri puis incubées a 23
+ 2 °C. Des témoins ont été aussi préparés mais sans addition d’HE. Le taux de germination,

lalongueur de laradicule et de latigelle ont éé mesurées aprés le 8™ jour.

a. Détermination des pour centages de ger mination

Apres 8 jours d'incubation, |’ expérience a été arrétée et le pourcentage de germination
de chague variété et dans chaque boite a été déterminé. Le taux de germination correspond au
pourcentage maximal de graines germées par rapport au total de graines semeées, il a éé

estimé par laformule suivante:

Nombre des graine totales—Nombre des graines non germées
%= X100

Nombre des graine totales

63



Matériel et Méthodes

b. Mesuresdeslongueursdesradicules et destigelles

Aprés avoir déterminé le nombre des graines qui ont germés dans chague boite, les
longueurs de la radicule et de la tigelle ont été mesurées a I’aide d’un papier millimétré
(Figure 24).

Figure 24. Mesure de lalongueur de laradicule et de latigelle d’ une plantule traitée

par HE.

[1.9.4. Etudein vivo de |’ effet des vapeurs des huiles essentielles sur le substrat

L’ effet des vapeurs des HEs a éé évalué selon la méthode préconisée par Prakash et
al. (2012). Les graines de blé tendre de chague variété ont été stérilisées avec une solution a
1% d hypochlorite de sodium et rincées 3 a 5 fois avec I'eau distillée stérilisée. Un
kilogramme de chaque variété a été conservé séparément dans des boites en plastique ayant
un volume aérien de 2 I. Trois millilitre (3 ml) de suspension de spores ont été inocul és dans
les échantillons de semences de chaque boite a travers pulvérisation uniforme en utilisant la
micropipette. Les échantillons de semences dans les boites en plastique ont été fumigés
séparément avec les HEs aleurs valeurs de CMI. Les échantillons témoins ont été préparés en
paralléle. Toutes les boites étanches al’air ont été conservées et stockées pendant 6 mois a 28
+ 2 °C/61,91% RH (Annexe I11). Aprés 6 mois de stockage, des anayses mycologiques ont
été réalisées.

11.9.4.1 Analyse mycologique

Au cours de cette étude, la technique de suspension-dilution et ensemencement sur
milieu gélosé a été utilise. Le milieu utilisé est le DRBC. Ce milieu permet d'inhiber la
64



Matériel et Méthodes

croissance des champignons envahissant et, de réduire lataille de mycélium de fagon a mettre

en évidence la plus part des champignons contaminant le produit analysé.

Les analyses mycologiques des échantillons ont été réalisées. Dix grammes (10 g) de

chague échantillon de graines ont é&é mis dans des flacons de 250 ml contenant 90 ml d’ eau

tweenée a0,1% et homogénéisé par agitation de 15 min. Des dilutions décimales (102, 102 et

104 ont été réalisées a partir de la solution mére. Un millilitre (1 ml) de chaque dilution a été

ensemenceés sur la surface des boites de Pétri contenant 15 ml du milieu DRBC. L’incubation

alieua28 + 2°C pendant 3a5jours (Figure 25).

Le pourcentage de protection des graines dans les traitements a été calculé selon la

formule proposée par Prakash et al. (2012):

ou:

% P = 1% = (Dtémoin— Dessai /Dtemoin) % 100

% P: pourcentage de protection;

Dtemoin: Nombretotal d’isolats d’ A. flavus provenant d’ échantillons de graines de témoin;

Dessii: NOmbre total d’isolats d’ A. flavus a partir d’ échantillons de graines les essais.

10 g de graines 90 ml d’eau

1 ml 1 ml

92 ml d’cau physiclogique stérile

-2 -3 04
1 mlli) 1 1lllllo 1 111111y

Suspension meére
(Produit a analyser)

0 — ==

—| Incubation a 28+£2 °C

S SS———
Lecture aprés 3 &4 S jours

Figure 25. Etapes de dénombrement d’isolats d’ A. flavus par étalement en surface.
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11.10. Analyse statistique

Chague expérience a été répétée trois fois, les vaeurs sont représentées par la
moyenne + écart type. Les résultats ont é&é analysés par le test ANOVA avec le logiciel
STATISTICA version 6.1 (Stat Soft, Inc, France). Le niveau de signification a éé fixéap <
0,05.
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[11.1. Rendements en huile essentidlle

Les rendements en HEs ont été calculés en fonction de la matiere végétale séche. Les
valeurs obtenues représentent la moyenne des rendements d’extraction sur 3 extractions
indépendantes. Les six plantes étudiées montrent des rendements variables, allant de 0,55% a

1,13% (p/p, poids sec). Ces derniers sont résumés dans le Tableau X .

Les HEs de C. limon et C. sinensis ont donné des rendements de I’ordre de 0,62 et
0,55%, respectivement. Ces valeurs sont similaires a celles de Djenane (2015) pour les
mémes especes (0,70 et 0,58%, respectivement) et par contre sont inferieures a celles
signalées par Ahmad et al. (2006) et Sharma et Tripathi, (2008) concernant C. limon et C.
sinensis (1,12 et 1,80%, respectivement). En outre, Rega et al. (2003) ont rapporté que les
rendements en HEs chez les Citrus différent selon |’ espéce et ont signalé des rendements de 1
a 3%.

Les rendements obtenus pour les HEs de C. cyminum et C. sativum sont 1,08 et 0,7%,
respectivement. Ces rendements sont comparables a ceux obtenus par d autres auteurs. En
effet, Ramy et al. (2010) ont indiqué que les rendements en HEs de C. cyminum et C. sativum
étaient de I’ordre de 3,20 et 0,31%. Cependant, Benrejdal et al. (2012) et Ravi et al. (2007)
ont indiqué des rendements de 2, 25 et 0, 82%, respectivement.

Concernant, L. nobilis et T. capitatus, leurs rendements étaient de 1,13 et 0,82%,
respectivement. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus pour Haddouchi et al. (2009)
qui ont observé que le rendement de L. nobilis originaire de Tlemcen (Algérie) était de 1,2%.
L'HE extraite de L. nobilis Iranien avait comme rendement 1,1% (Verdian-Rizi et
Hadjiakhoondi, 2008). Cependant, le rendement de notre HE extraite a partir de laurier est
plus élevé que celui de laurier originaire d’'El Kala (Algérie): 1,3 vs. 0,6% (Ouibrahim et al.,
2013). Notre laurier a révélé un rendement inférieur par rapport a celui du Maroc: 1,3 vrs.
2,5% (Yilmaz et al., 2013). Concernant le rendement de |’ huile de T. capitatus originaire de
Tlemcen, Tabti et al. (2013) ont relevé un rendement de 0,52%. Par contre, Bounatirou et al.
(2007) ont montré gue le rendement en HEs de T. capitatus de Tunisie collecté dans divers
localités pendant les différentes phases de développement, varie de 1% a 6%. L'HE de T.

capitatus du Maroc adonné un rendement de 2,05% (EI Ajjouri et al., 2008).

Ces différences de rendement en HE peuvent étre expliquées par les divers parametres

appartenant a deux catégories. Ceux intrinseques qui correspondent aux especes, aux organes
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et a la maturité des plantes, ains qu'aux méthodes culturales, a la récolte, les interactions
temporelles et environnementales (climat, sol, etc.) et, ceux extrinseques comprenant
I’ extraction, le stockage et le conditionnement. Selon Vekiari et al. (2002), la péiode de
récolte, |I’organe de la plante, la duré de séchage et la méthode d’ extraction sont des facteurs

parmi d’ autres qui peuvent aussi avoir un impact direct sur les rendements en HE.

Tableau XI. Variation des rendements d’ extractions par hydrodistillation des HEs.

HE Rendement (%)

C. limon 0,62+ 0,13
C. sinensis 0,55+ 0,05
C. cyminum 1,08 + 0,15
C. sativum 0,70+ 0,19
L. nobilis 1,13+ 0,028
T. capitatus 0,82+0,12

[11.2. Caractéristiques organoleptiques et physico-chimiques des huiles essentielles

extraites

Lavaleur commerciale d’ une HE est estimée dans la plus part des cas par ses qualités
organoleptiques (Aspect, odeur et couleur.) auxquelles s agoutent un certain nombre de
constantes appel ées indices. Ces constantes ont été normalisées au sein de certains organismes
nationaux et internationaux (AFNOR, 1S0O) et aussi dans toutes les pharmacopées existantes.

Elles consistent a mettre au point les méthodes de détermination des criteres physico-
chimiques en fixant les conditions opératoires et les facteurs pouvant influencer la mesure, et
en mettant au point des monographies pour les HEs les plus courantes avec indication
détaillée de leurs caractéristiques. Outre leur facilité de mise en ceuvre, ces méthodes
permettent donc, d’évaluer la qualité d’ une essence, de procéder a une analyse de routine,
d’ étudier I’ évaluation dans le temps, et de comparer les échantillons entre eux. Chacun de ces
composes de part leur volatilité dégage une odeur propre. Ains certaines plantes peuvent
avoir une odeur similaire due a une molécule commune présente en quantité importante dans
I"HE. Dans ces conditions, une fois le, ou les composés responsables d’une odeur identifié
(9), sl le caractére olfactif de ces composés s avere intéressant, il serait alors rentable, selon le

contexte économique, de produire des especes vegétales susceptibles de fournir une HE a
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haute teneur moléculaire en composés recherchés (chémotype), et donc genéralement de
meilleure qualité (Nakahara et al., 2003; Kanko et al.,2004).

Comme les propriétés organoleptiques ne donnent qu'une idée fluctuante et
fragmentaire d’ une HE, e besoin d’'une caractérisation plus précise s est manifesté. Celle-ci a
été obtenue par |’ examen des propriétés globales de I’ essence les plus facilement accessibles

en particulier ses propriétés physico-chimiques.

[11. 2.1. Caractéristiques organoleptiques

Les HEs extraites de plantes diverses ont présenté un aspect liquide, limpide et
couleur jaune pdle pour C. limon, C. sinensis, C. sativum et C. cyminum, jaune pour T.
capitatus, tandis que I’'HE de L. nobilis a présenté un aspect liquide, limpide, mobile et
incolore. Les HEs de C. limon, C. sinensis ont été caractérisées par une odeur caractéristique
du zeste d’'orange et du citron, alors que celles de C. sativum et C. cyminum étaient
caractérisées par une odeur épicée, caractéristique. L'HE de L. nobilis a montré une odeur
aromatique typique. L’HE de T. capitatus a présenté une odeur typique tres forte. Le Tableau

X11 regroupe les différentes caractéristiques organoleptiques de toutes ces HEs.

Tableau XI1. Caractéristiques organol eptiques des HES étudiées.

Nom dela plante | Aspect | Odeur Couleur

C. limon Liquide | Caractéristique Jaune péle
limpide

C. sinensis Liquide | Caractéristique Jaune péle
limpide

C. sativum Liquide | Epicée, caractéristique, désagréable Jaune péle
limpide

C. cyminum Liquide | Epicée, caractéristique : anisée et amére | Jaune pale
limpide

L. nobilis Liquide | aromatique, agréable Incolore
Limpide
mobile

T. capitatus Liquide | chaude Jaune
Limpide
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[11. 2.2. Caractéristiques physico-chimiques

Des critéres physiques ont été déterminés a savoir la densité, I’indice de réfraction, et
deux indices chimiques en I'occurrence l'indice d’'acide et I'indice dester. Ces
caractéristiques physico-chimiques constituent un moyen de vérification et de contréle de la
gualité de I'HE. Les caractéristiques physico-chimiques des huiles sont reportées dans le
Tableau XI11I.

Les valeurs des densités relatives (D/20 °C) se sont limitées entre 0,838 et 0,934, la
norme AFNOR (2000) préconise une densité comprise entre 0,906 pour les huiles de faible
qualité et 0,990 pour les huiles de tres haute qualité. Les normes AFNOR fixent aussi a 0,925,
une densité en-dessous de laquelle I’ huile est considérée de qualité 111 (3%™ catégorie).

Les indices de réfraction /20 °C obtenus se sont limités a 1,467-1,499, ce sont des
valeurs révélatrices de la bonne qualité d’ une HE. En effet, la norme AFNOR (2000) prévoit
un indice de 1,495 pour les huiles de haute qualité et 1,513 pour les huiles de moindre qualité.

Pour une meilleure qualité, une HE doit étre caractérisée par un indice d acide (1A)
inférieur. Nos HES sont caractérisées par des IAs variant entre 2,28 et 5,29, considérés
relativement élevés. Ces résultats peuvent ére expliqués par le fait que les HES ne sont pas
fraichement utilisées (3 moins de stockage). En rédité, une HE fraiche contient tres peu
d acides libres selon AFNOR (2000) (entre 0,924 et 2,137). Et enfin, la derniere propriété
physico-chimique déterminée, c’est I’indice d ester (1IE). Plus I’indice d’ ester est élevé, mieux
est la qualité d’une HE. Nos HEs ont révélé des IE variant entre 13,46 et 52,40. La norme
AFNOR (2000) prévoit des IE variant entre 14,28 et 82,39. La détermination des propriétés
physico-chimiques est une étape nécessaire mais non suffisante pour caractériser les HEs. |l
est donc nécessaire de la compléer par une analyse chromatographique CG/SM, cette
derniere, souvent utilisée comme moyen anal ytique complémentaire pour I’ analyse structurale

des substances volatiles.
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Tableau XI111. Caractéristiques physico-chimiques des HES étudiées.

Nom dela D/20 °C indicesderéfraction /20 °C A |E
plante

C. limon 0,838 + 0,016 1,477 + 0,001 5,29+ 0,034 13,46 + 0,56
C. sinensis 0,850 + 0,015 1,474 + 0,003 3,03+ 0,048 18,98 + 0,70
C. sativum 0,864 + 0,014 1,467 + 0,003 3,49+ 0,064 | 52,40+ 0,49
C.cyminum | 0,902 + 0,018 1,499 + 0,008 348+0,022 | 46,76 +0,30
L. nobilis 0,916 + 0,006 1,467 + 0,002 5,05+0,049 | 40,56+0,35
T. capitatus | 0,934 + 0,007 1,499 + 0,003 2,28+ 0,04 33,35+ 0,22

111.3. Composition chimique des huiles essentielles

Les HEs ont été soumises a des analyses détaillées par CG/SM. L’identification des
constituants a été réalisée par |’ utilisation des indices de rétention (IR), par I'anayse des
spectres de masse des composés constitutifs et par la comparaison de ces données a celles de
la base de donnée éectronique, NIST et de base bibliographique (Adams, 2007) et celles
obtenues sur des composés standards purs. Les constituants identifiés, selon leur ordre
d’ élution sur la colonne apolaire DB-5, leurs indices de rétention et leurs pourcentages rel atifs

sont également répertoriées dans les Tableaux XIV, XV et XVI.

[11.3.1. C. sinensiset C. limon

L’ analyse chromatographique a fait ressortir un nombre déterminé de constituants pour
les deux HEs représentant 99,10 et 99,11% respectivement pour C. sinensis et C. limon. Ces
analyses ont montré que le limonéne (54,95%), le y-terpinéne (7,25%), le S-pinene (5,9%), le
gérania (3,63%), le néral (2,78%), I' a-terpinéol (1,88%), le nérol (1,61%%), le néryl acétate
(1,60%), le terpéne-4-ol (1,49%), le géraniol (1,45%) et le linalol (1,45%) sont les
composants les plus abondants dans I’'HE de C. limon. L’HE de C. sinensis a é&té dominée par
le limonene (82,6%), lelinalol (4,99%), le myrcene (1,56%) et I’ a-terpinéol (1,08%).
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Tableau X1V. Composes chimiques desHEsde C. sinensis et C. limon.

Composants RI %

C. sinensis C. limon
trans-2-Hexend 833 |tr -
a-Thujene 918 |tr 0,19
a-Pinéne 926 | 0,43 0,85
Camphene 943 | - tr
Sabinene 965 | 0,38 0,77
S-Pinéne 971 | 0,3 59
M éthylheptenone 975 | - tr
Myrcene 981 | 1,56 1,07
Dehydro-1,8-cinéole 983 | - tr
n-Octanal 998 | 0,85 0,14
a-Phellandrene 1002 | tr tr
0-3-Caréne 1004 | 0,06 -
a-Terpipéne 1011 | 0,06 0,32
p-Cymeéne 1020 | - 0,91
Limonéne 1026 | 82,6 54,95
trans-$-Ociméne 1038 | 0,07 0,1
y-Terpinene 1051 | 0,6 7,25
n-Octanol 1065 | 0,08 0,09
p-Mentha-3,8-diéne 1074 | tr -
Terpinoléne 1079 | 0,11 0,71
p-Cymenene 1085 | - tr
Linaol 1095 | 4,99 1,45
n-Nonanal 1099 | 0,26 0,23
1, 3,8-p-Menthatriene 1108 | - 0,05
M éthyloctanoate 1116 | 0,08 -
cis-p-Menth-2-en-1-ol 1119 | tr 0,07
cis-Limonéne oxide 1131 | 0,12 0,06
cis-p-Menth-2,8-dien-1-ol 1134 | - tr
neo-allo-Ociméne 1137 | tr 0,08
Camphre 1141 | - 0,05
|sonéral 1154 | - 0,07
Bornéol 1167 | - 0,08
Terpinene-4-ol 1175 | 0,49 1,49
Naphthaléne 1179 | tr tr
p-Cymene-8-ol 1183 | - 0,05
n-Butyl n-hexanoate 1185 | tr -
a-Terpinéol 1191 | 1,09 1,88
cis-Piperitol 1195 | tr tr
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n-Decanal 1201 | 0,63 0,09
trans-Piperitol 1205 | - 0,05
trans-Carvéol 1216 | 0,09 0,09
Citronellol 1224 | 0,37 0,94
Nérol 1220 | 0,16 1,61
Néral 1232 | 0,63 2,78
Carvone 1239 | 0,1 0,19
Géraniol 1248 | 0,15 1,45
Méthyl citronellate 1257 | tr tr
Gérania 1262 | 0,78 3,63
Perillaldehyde 1269 | 0,27 0,23
o-Acetanisole 1287 | - tr
Carvacrol éthyl éher 1297 | 0,06 0,06
m-Acetylanisole 1301 | - tr
Carvacrol 1305 | - tr
p-Vinyl-guai acol 1309 | tr -
M éthylgéranate 1315 | - tr
Méthyl caprinate 1318 | tr -
Citronellyl acétate 1342 | - 0,19
Néryl acétate 1353 | tr 1,6
a-Copaene 1367 | tr -
Géranyl acétate 1371 | - 0,78
Ethylcaprate 1389 | tr -
cis-a-Bergamotene 1404 | - 0,11
[-Caryophyllene 1410 | 0,05 0,74
[-Copaene 1421 | 0,05 -
trans-a-Bergamotene 1428 | tr 1,12
Géranyl Ppropionate 1441 | - tr
a-Humuléne 1447 | 0,05 0,15
S-Santaléne 1451 | - 0,06
S-Acoradiéne 1469 | - tr
trans--Farnesene 1475 | - 0,08
Vaencene 1484 | 0,15 0,2
Bicyclogermacrene 1486 | - 0,32
a-Muurolene 1491 | tr -
E,E-a-Farneséne 1498 | tr 0,18
f-Bisabolene 1501 | tr 2,14
0-Cadinene 1510 | 0,08 0,09
S-Sesquiphéllandréne 1519 | tr tr
cis-y-Bisabolene 1533 | - tr
Elemol 1543 | tr -
trans-Sesqui sabinéne hydrate 1578 | - tr
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y-Eudesmol 1626 | tr tr
t-Muurolol 1638 | - tr
a-Cadinol 1650 | 0,02 0,05
S-Bisabolol 1664 | - 0,06
a-Bisabolol 1683 | - 0,27
S-Sinensal 1686 | 0,36 -
a-Sinensal 1743 | 0,11 -
Total identifié 99,10 99,11
M onoter penes hydr ocarbonés 86,25 73,27
M onoter penes oxygénés 9,73 19,34
Sesquiter pénes Hydrocar bonés 0,54 53
Sesquiter pénes oxygenés 0,55 0,44
Autres 2,03 0,72

- = Non détecté

Dans la littérature, certains rapports ont été évoqués sur la composition des HES
d’ agrumes. Sharma et Tripathi (2008) ont montré que I'HE de C. sinensis (L.) Osbeck., est
principalement constituée du limonene (84,2%) et du linalol (4,4%). José V elazquez-Nuriez et
al. (2013) ont également identifié le limonene comme composant principa ~96,62%, lors
d’une éude sur I'HE du C. sinensis var. Vaencia. Djenane (2015), a démontré que I’ HE de C.
sinensis et C. limon provenant d’ Algérie sont principalement constituées du limonene
(77,37% et 51,4%, respectivement). Vekiari et al. (2002) ont montré que I’ HE de C. limon est
principalement composée du g-pinene (21,2%), du y-terpinene (17,4%) et de I'a-pinéne
(9,8%). Pashazanous et al. (2012) ont signalé trois monoterpenes majeurs. le limonene
(60,2%), du S-pinene (12,1%) et y-terpinene (11,8%) dans I'HE de C. limon. Moosavy et al.
(2017) ont également rapporté que le limonéne (46,93%), le y-terpinéne (16,89%), le tri-
cycléne (6,67%), le 1-p-pinene (4,69%) et le 2-f-pinene (3,86%) sont les composants les plus
abondants dans I’huile de C. limon. Lota et al. (2001) ont constaté que le limonéne et I a-
pinéne sont les principaux composés des HEs d’ orange aigre. Ahmad et al. (2006) ont isolé
les HEs de Malte (C. sinensis), de Mousami (C. sinensis), de Pamplemousse (C. paradisi) et
d Eureka citron (C. limon) par pressage a froid. Selon eux, les principaux constituants de
I’huile de Malte étaient le limonéne (61,08%), le citrondlol (4,18%), le citra (7,74%), le
bornéol (7,63%), I’ a-terpinolene (2,06%) et le linalol (1,28%). Chez Mousami, les principaux
composes éaient le limonene (76,28%), |’ a-pinene (1,26%), le p-pinene (5,45%), le citral
(1,74%) et le lindol (2,32%). Dans I’huile de pamplemousse, le limonéne (86,27%), le
myrcene (6,28%), le y-terpinéne (2,11%) et I’ a-pinéne (1,26%) étaient parmi les principaux
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composants. Les principaux constituants présents dans I'huile de citron Eureka sont le
limonéne (53,61%), le terpinene (18,57%), |’ a-pinene (11,80%), le myrcéne (11,16%) et le -
pinéne (2,63%). Gogoi et al. (2008) ont identifié le limonéne comme composé magjoritaire
(84,12%) dans I’ huile de C. sinensis. D’ apres Tundis et al. (2012), I'HE de C. aurantifolia a
été caractérisée par 49 constituants dont les composants dominants sont le limonéne (49,2%),
le p-pinene (14,1%), le y-terpinéne (6,6%) et le f-myrcéne (3,1%). L'HE de C. aurantium est
composee de 15 composants, représentant 84,2%. Le limonéne (65,8%) est |’ hydrocarbure
monoterpénique majeur suivi du S-myrcene (2,9%), I’ a-pinene (1,8%), tandis que le linaol
(1,8%) et le linadyl acétate (1,8%) ont représenté les monoterpenes oxygenés les plus
représentatifs. L” hydrocarbure monoterpénique le plus abondant dans I’ HE de C. bergamia est
le limonene (38,1%), le linalyl acétate (28,9%), le y-terpinéne (7,3%), le linalol (6,4%) et le -
pinéne (5,4%).

La composition chimique de I’HE de C. medica cv. diamante obtenue par différentes
méthodes d’ extraction (hydrodistillation, pressage a froid et CO, supercritique) a été étudiée.
Ces huiles obtenues par hydrodistillation et compression a froid ont été caractérisées par le
limonéne (35,4% et 44,5%, respectivement) et le yp-terpinene H42 (24,5% et 26,2%,
respectivement) (Menichini et al., 2011). Jazet Dongmo et al. (2008) ont montré que |’ analyse
des HEs de deux variétés de Citrus a révélé que celle de C. reticulata var. Madagascar avait
une composition chimique particuliére par rapport a C. sinensis var Casagrande. Ses
principaux composés sont le N- méthyl anthranilate de méthyle (57,6%), le y-terpinéne
(20,2%) et le limonene (11,8%). Par ailleurs, les principaux composes de I'HE de C. sinensis
ont révélé une prédominance du sabinéne (35,4%), du A3-caréne (10,2%), du Z-B-ocimeéne
(6,9%), du linalol (6,8%) et du terpinen-4-ol (6,3%). Une autre étude a également montré que
les HEs de C. maxima et C. sinensis ont été caractérisées par le [imonene (31,83 et 90,66%,
respectivement) comme constituant majeur. D’ autres composants abondants dans |” huile de C.
maxima étaient E-citral, 1-hexene-4-méthyl et Z-citral aors que le linalyl acétate est le

deuxieme compose le plus abondant identifié dans C. sinensis (Singh et al., 2010).

111.3.2. C. cyminum et C. sativum

La CG/SM a permis de recenser 13 composés a partir de |’ essence de C. cyminum dont
le cuminaldehyde, I'o-cyméne, I'a-méthyl benzéne méthanol et le p-pinéne sont les
constituants majoritaires représentés avec des pourcentages de 65,98%, 18,39%, 4,51%,

4,38% et 1,89%, respectivement. Les composants identifiés ont constitué 99,98% de I’ huile.
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Tableau XV. Composés chimiques desHEsde C. cyminum et C. sativum.

Composants RI %
C. cyminum C. sativum

a- Pinéne 929 | 0,22 2,69
Camphéne 945 | - 0,26
Limonene 967 | - 0,17
Myrcene 974 | - 0,36
S-Pinéne 984 | 4,38 0,36
2-Vinyl-2,3-dihydro-4H-pyran 1017 | 0,27 -
0-Cymeéne 1021 | 18,39 2,65
Sabinéne 1025 | - 1,06
1,8-Cinéole 1028 | 0,23 -
y-Terpinene 1053 | - 3,33
trans-Linalol oxide 1066 | - 0,21
Terpinoléne 1081 | - 0,21
cis-Linalool oxide 1082 | - 0,20
Linalol 1101 |- 78,86
Camphre 1143 | - 2,28
4-t-Pentylcyclohexene 1163 | 0,26 -
Bornéol 1172 | - 0,69
4-Terpinéol 1178 | - 0,27
Tricyclo[5,1,0,0(2,8)] octane 1192 | 0,29 -
S-Fenchyl alcohol 1195 | - 0,46
Méthyl chavicol 1196 | 0,29 -
Decyl adéhyde 1203 | - 0,26
m-Cumeénol 1237 | 0,50 -
Cuminadehyde 1242 | 65,98 -
Géraniol 1249 | - 1,12
1-Phényl-1-butanol 1284 | 0,71 -
a-Méthyl- benzéne méthanol 1288 | 4,51 -
p-Cymen-7-ol 1295 | 0,63 -
2-Thiophéneal dehyde 1330 | 1,89 -
1-Méthyl-2 Phénylcyclopropane | 1336 | 0,73 -
Géranyl acétate e 1374 | - 4,54
Isomenthol 1390 | 0,70 -
Total identifié 99,98 99,98
Monoter penes Hydr ocar bonés 22,99 11,09
M onoter penes oxygénés 72,84 88,89
Autres 4,15 0,00

- = Non détecté
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Selon Saha et al. (2016), le cuminaldéhyde était e constituant majeur de I’HE de C.
cyminum. Ses concentrations étaient de 52,6 et 37,3% pour une hydrodistillation et extraction
par CO> supercritique, respectivement. Les autres constituants principaux sont le carena (2-
caren-10-al) (24,5-25,8%) et I’alcool cuminique (13,3-19,3%). Li et Jiang (2004) ont indiqué
gue les graines de cumin provenant de la Chine sont constituées du carena (2-caren-10-al)
(36,31%), de I’ alcool cuminique (16,92%), du y-terpinéne (11,14%), du safranal (10,87%), du
p-cymene (9,85%) du p-pinéne (7,75%) comme composants principaux. Des observations
similaires ont été rapportées par Uhl (2000). Cette étude a rapporté que le cuminaldéhyde
(33%), le p-pinéne (13%), le terpinene (29,5%), le p-cymene (8,5%), le p-menthon-1,3-diéne-
7-a (5,6%), I’ alcool (2,8%) et le p-farnesene (1,1%). Une observation similaire a été signalée
par Viuda-Martos et al. (2007), a |’exception de la présence d'alcool cuminique. Beis et al.
(2000) ont rapporté que le p-mentha-I, 3-dien-7-a et le p-mentha-I, 4-dien-7-al sont
également des constituants majeurs de I'HE de cumin en dehors du cuminaldéhyde, du p-
cymene et du g-pinéne. Rebey et al. (2012) ont signaé 38 composés dans I'HE de C.
cyminum, représentant 98,07% des constituants totaux. Cette HE a été caractérisée par la
domination des hydrocarbures terpéniques, constituant la classe principale (54,38%) suivi par
les alcools (26,90%), les adéhydes (15,83%), tandis que les cétones, époxydes, phénols et
ester sont faiblement représentés. L'HE a été caractérisée par le y-terpinene (25,58%) en tant
gue composé principal, suivi par le 1-phényl-1,2 éhanediol (23,16%), le cuminaldéhyde
(15,31%), e p-pinéne (15,16%) et le p-cymene (9,05%). En fait, plusieurs chimiotypes ont été

rapportés selon I’ origine du cumin étudié.

Quatorze (14) composés représentant 86,75% de I'HE extraite des graines de C.
cyminum ont été identifiés selon Ladan (2015). Les composés détectés sont le thymol
(40,65%), le y-terpinéne (24,51%), le p-pinene (5,38%), I’ a-pinéne (3,47%), le camphéne
(2,31%), le terpinéne-4-ol (2,00%), le cuminadéhyde (1,79%), I'a-thujene (1,45%), I’ a-
terpinolene (1,17%), le myrcene (1,07%), le limonéne (1,04%), I’ a-phyllanderéne (0,94%) et
I”acétoxylinalool (0,57%) et le sabinene (0,37%). Li et al. (2009) ont signalé les composes
majoritaires de I'HE de graines de C. cyminum: cumina, le safrana, le 2-éhylidene-6-
meéthyl-3,5-heptadiénal, I’ a-proylbenzene- méthanol et le I-méthyl-4- (1-méthyléthyl) -1,4-
cyclohexadiéne. Dans une autre étude réalisée par Derakhshan et al. (2008), les constituants
principaux de I'HE de C. cyminum sont le cuminaldéhyde, le p-mentha-1,3-dien-7-a, le p-
mentha-1,4-dien-7-a, le terpinene, le p-cyméne et le S-pinéne. Kedia et al. (2014) ont
identifié 16 composants différents de I’'HE de C. cyminum, représentant 97,45% de la

77



Résultats et Discussion

composition totale. Les composants les plus abondants de I’ HE sont |e cymene (47,08%), le y-
terpinene (19,36%), le cuminadéhyde (14,92%) et le laevo-f-pinene (11,50%). Jalali-Heravi
et al. (2007) ont utilisé la CG-SM pour caractériser les composants d’HE du cumin iranien.
Au total, 19 composants ont été identifiés par des recherches directes de similarité pour I” huile
de cumin. Ce nombre a été éendu a 49 composants, a |’ aide de techniques chimiomeétriques.
Les principaux congtituants du cumin sont le vy-terpinene (15,82%), le 2-méthyl-3-
phénylpropanal (32,27%) et le myrténique (11,64%).

I"'HE de C. sativum est caractérisée par la présence de dix neuf (19) composés, dont
les principaux: le linalol (78,86%), le géranyl acétate (4,54%), le y-terpinene (3,33%), I'a-
pinéne (2,70%), le p-cymene (2,65%), le camphre (2,28%), le géraniol (1,12%) et le limonene
(1,06%), ce qui ont représenté 99,98% du total. Dans des études réalisées pour évauer la
composition chimique de I’'HE de C. sativum produite en Russie et en Bulgarie, Derbesy et
Uzio (1993) et Frank et al. (1995), ont trouve des valeurs trés proches pour leurs principaux
composes. le linalol (65,0% et 68,4%), |’ a-pinéne (3,0% et 2,5%) et le limonene (2,0% et
1,3%). Bhuiyan et al. (2009), ont isolé de |I'HE extraite a partir des feuilles et des fruits de
C. sativum. 44 composés principalement d'acides aromatiques dont les principaux sont:
I’acide 2-décénoique (30,82%), |'acide E-11-tétradécenoique (13,4%), |’acide caprique
(12,7%), I’acool undécylique (6,4%) et le tridécanoique (5,5%). D’autres constituants
majeurs de |” huile des feuilles sont, |” acide undécanoique (2,13%), le 2-dodécana (1,32%), le
2-undécane (3,87%), le cyclododécane (2,45%), |e décaméthylene glycol (1,15%), le décanal
(1,35%) et le dodécanoique (2,63%). Par contre, I' HE extraite de fruits était constituée de 53
composes dont les principaux sont le linalol (37,65%), le géranyl acétate (17,57%) et le y-
terpinéne (14,42%). D’ autres composés ont été aussi identifiés; le S-pinene (1,82%), le m-
cymene (1,27%), le citronella (1,96%), le citronellol (1,31%), le citral (1,36%), le géraniol
(1,87%), le citronellyl acétate (1,36%), |’ a-cedréne (3,87%) I’ a-farnésene (1,22%) et le p-
sesquiphellandréene (1,56%). Darughe et al. (2012) on identifié dans cette huile, trente six (30)
composes, repreésentant 95,15% de total. Le camphre (44,99%), le cyclohexanol acétate
(14,45%), le limonéne (7,17%), |’ a-pinene (6,37%), le p-elemene (3,66%), le terpinéne
(3,56%) et le géranial (2,24%) sont les principaux composés. Dans I’analyse de I'HE de C.
sativum, qui a été faite en Algérie, 17 constituants ont été identifiés. Ses principales
composantes sont, le linaol (73,11%), le p-mentha-1, le 4-diéne-7-ol (6,51%), I’ a-pinene
(3,41%) et le néryl acétate (3,22%) (Zoubiri et Baaliouamer, 2010). Les principaux
composants des HES de fruits de coriandre de Tunisie sont le linalol et le camphre (Neffati et
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al., 2011). Cantore et al. (2004) ont indiqué que le linalol (64,5%), le camphre (6,4%), le p-
cymene (6,3%) et I'a-pinéne (5,1%) sont les principaux constituants de I’'HE des fruits de
coriandre.

[11.3.3. L. nobilis et T. capitatus.

Le profil chimique de I’ huile de L. nobilis concorde avec plusieurs investigations qui
ont dénoté la forte teneur de cette HE en 1,8-cinéole (35,54%). Les monoterpenes les plus
prédominants dans I"huile du laurier, sont le camphéne (13,35%), le linalol (11,39%), le
meéthyl eugénol (7,78%), le sabinéne (4,79%), I’ a-pinene (4,66%) le S-pinéne (3,21%) et le
terpene-4-ol (3,15%).
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Tableau XVI. Composés chimiques desHEsde L. nobiliset T. capitatus.

Composants RI %

L. nobilis T. capitatus
a-Phéllandrene 920 0,59 -
Thujéne 920 - 0,20
a-Pinéne 928 4,66 1,14
Camphéne 945 0,47 -
Sabinene 967 4,79 -
S-Pinene 973 3,23 0,18
1-Octen-3-ol 975 - 0,56
Myrcéne 983 0,20 0,46
n-Octan-3-ol 995 - 0,11
o-3-Carene 1005 0,59 -
a-Terpinéne 1013 - 0,42
a-Terpinolene 1013 0,54 -
p-Cymene 1015 0,19 -
m-Cymene 1021 0,81 -
p-Cymeéne 1021 - 6,76
Limonéne 1024 1,30 0,40
S-Phélandrene 1026 - 0,16
1,8-Cinéole 1028 35,54 -
y-Terpinene 1052 - 2,15
y-Terpinéne 1053 0,89 -
cis-Sabinéne hydrate 1063 - 0,36
trans-Sabinene hydrate 1066 0,26 -
a-Terpinoléne 1080 0,31 -
Linalol 1098 11,39 23,40
Trans-p-Mentha-1(7) ,8-dien-2-ol 1143 - 0,23
o-Terpinéol 1169 0,23 -
endo-Bornéol 1171 0,40 0,23
Terpinéne-4-ol 1178 3,16 0,54
a-Terpinéol 1194 2,17 -
m-Mentha-4,8-diéne 1195 - 0,44
Trans-Géraniol 1223 - 0,55
Nérol 1223 0,21 -
2-1sopropyl-5-meéthyl-1- 1226 - 1,65
methoxybenzene
Néral 1234 - 0,53
Zeta- Fenchéne 1243 0,18 -
Géraniol 1249 - 14,22
Citra 1264 - 0,69
Thymol 1301 - 25,82
Sabinéne 1307 0,69 -
p-Cymen-3-ol 1308 - 8,93
Camphene 1342 13,35 -
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Eugénol 1350 1,00 -
Géranyle acetate 1374 - 1,79
S-Bourbonene 1377 - 0,20
S-Eleméne 1383 0,31 -
Méthyl Eugénol 1398 7,78 -
S-Caryophylléne 1412 0,56 2,16
Acide cinnamique 1466 0,26 -
y-Cadinéne 1469 - 0,11
D-Germacrene 1475 - 0,70
Bicyclogermacrene 1489 0,17 -
S-Bisaboléne 1503 - 1,54
Bicyclo [4,4,0]dec-1-en,2-isopropyl- | 1508 - 0,19
5-méthyl-9-méthyléne
o-Cadinene 1513 0,23 -
o-Cadinéne 1514 - 0,30
12-Nor-caryophyl-5-en-2-on 1531 0,21 -
Elemicine 1545 0,57 -
Spathulénol 1574 0,85 -
Caryophyllene oxide 1576 0,57 0,80
Vaencene 1591 0,16 -
(E,2)-1,2-diethylidénecyclopentane 1600 0,20 -
Aciphylléne 1655 - 0,21
t-Muurol ol 1655 0,66 -
Longifoléne 1693 0,23 -
1-Cyano-1,2-dihydro-1,2-dimethyl-5- | 2118 - 0,34
methoxy-3,4-isoquinolinedione
f-Bisaboléne 2123 - 0,80
7-Amino-1,4-dimethylpyrimido (4,5) | 2395 - 0,06
pyridazine-3,5-(1H,2H)-dione
7-Amino-1,4-dimethylpyrimido (4,5) | 2405 - 0,32
pyridazine-3,5-(1H,2H)-dione
n-Ethyl-1,3-dithioisoindoline 2466 - 0,17
2-Méthyl-3-phenylindole 2472 - 0,15
2-Méthyl-7-phenylindole 2535 - 0,12
Total identifié 97,77 99,88
Monoter penes hydr ocarbonés 32,77 12,24
M onoter penes oxygéenés 62,14 76,33
Sesquiter pénes Hydr ocar bonés 2,23 5,6
Sesguiter penes oxygeneés 2,08 1,03
Autres 0,63 4,6

- = Non détecté

Kilic et al. (2005) ont rapporté que I'HE de L. nobilis de Turquie est principalement
constituée du 1,8-cineole (24,2-32,1%), du sabinene (7,1-7,6%), de I’ a-terpinyl acétate (4,8-
6,5%), de I'a-pinéne (3,9-5,0%), et du S-pinéne (3,0-3,8%). Zheng-kui et al. (1990) ont
montré que le 1,8-cinéole (25,5-43,0%), le sabinéne (2,1-6,8%), le linalol (4,4-22,7%), I’ a-
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terpinyl acetate (9,5-18,0%), et le méthyl eugénol (1,7-8,9%) sont les principaux constituants
de I'HE de L. nobilis Chinoise. Le 1, 8-cinéole (42,3%), I’ a-terpinyl acétate (11,2%), I’ a-
pinéne (7,8%), le p-pinene (5,9%), et le sabinene (5,4%) sont les composés majoritaires chez
I’HE de Tunisie (Bouzouita et al., 2001). Flamini et al. (2007) ont signalé que le 1,8-cinéole
(35,7%), I’ E-sabinene hydrate (9,7%), |’ a-terpinyl acétate (9,3%), le méthyl eugénol (6,8%),
et le sabinene (6,5%) sont les composés les plus représentatifs de L. nobilis récoltés en Italie.
Snuossi et al. (2016) ont rapporté que les constituants principaux d'HE de L. nobilis Tunisien
étaient le 1,8-cinéole (56%), I’ a-terpinyl acétate (9,0%), le 4-terpinéol (5,2%), le méthyl-
eugénol (3,6%), le sabinene (3,5%) et I’ a-pinene (3,2%). Caputo et al. (2017) ont trouvé que
le 1,8-cinéole (31,9%), le sabinene (12,2%) et le linalol (10,2%) sont les principaux
composants de I’'HE de L. nobilis Italien. Ben Jeméa et al. (2012) ont démontré que les
principaux composés communs de trois HEs de lauriers provenant de I’ Algérie, dela Tunisie
et du Maroc étaient le 1,8-cinéole, le linalool et I'isovaléraldényde. Marzouki et al. (2009),
ont également rapporté que les HES de L. nobilis cultivées en Tunisie et en Algérie n’ont pas
revélé de différences dans leur composition chimique. Les deux huiles ont contenu les
principaux constituants dans des proportions variables. Le 1,8-cinéole a représenté 31,0% de

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

Quand a I'HE de T. capitatus, quarante deux (42) constituants chimiques ont été
identifiés et ses principaux composants sont le thymol (25,82%), le linalol (23,40%), le
géraniol (14,22%), le p-cyméne-3-ol (8,93%), et le p-cyméne (6,76%). Des analyses
chromatographiques en phase gazeuse de I'HE de T. capitatus ont indiqué que le carvacrol
était présent 281 a83%, le p-cyméne a4,5 a5%, le y-terpinene a 2,6 a 3,3%, le caryophyllene
albal6%, le-myrcene a1,6% et lelinadool a 1,1 al1,2% (Arras et Usai, 2001). Selon
Mkaddem et al. (2010), I’analyse chimique de I'HE de T. capitatus tunisien de Matmata a
conduit al’identification et a la quantification de 11 composants, qui ont représenté 99,63%.
Les principaux composants sont phénoliques (89,15%). Le thymol (89,06% de | huile totale)
est le composé principal suivi du p-cymene (5,04%) et de I’ a-terpinéne (3,19%). Chez d’ autre
T. capitatus, les principaux composants éaient le carvacrol (55,66%), le vy-terpinene
(11,72%), le p-cymene (7,8%) (Bouchikhi Tani et al., 2009). Cependant, le p-cymene (18%),
le carvacrol (13,4%), le géranyl acétate (12,2%) sont les composants principaux de I’ huile
provenant d’une autre huile de T. capitatus (El Ouariachi et al., 2011). L'HE de T. capitatus
du Maroc principaement éait composee par de carvacrol (70,92%) accompagné d’ autres
congtituants a des teneurs relativement faibles: le p-cymeéne (6,34%), |e y-terpinene (4,92%),
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le linalool (3,86%), |’ E-caryophyllene (3,57%) et le p-pinéne (2,48%) (Amarti et al., 2008).
Cette dominance du carvacrol dans I’'HE de T. capitatus a également été signalée par Goren
et al. (2003), Bounatirou et al. (2007) et Casiglia et al. (2015). Cependant, d’ autres auteurs
ont constaté que | huile de T. capitatus de la Sardaigne (Italie) a été dominée par le thymol
(29,3%) alors que le carvacrol ne représentait que 10,8% de cette essence (Cosentino et al.,
1999). Une autre étude tunisienne effectuée sur I'HE de T. capitatus a montré que les
composés majoritaires de cette espéce sont le carvacrol (58,66-81,49%), le p-cymene (3,83-
13,17%), le y-terpinéne (7,81-3,16%) (Hosni et al., 2013).

[11. 4. Principaux caractéres morphologiquesd’ A. flavus E73

[11. 4.1. Identification de genre

L’ observation de I’ aspect de la colonie (couleur, texture), des septations, de laforme et
du branchement des hyphes, et des spores sont une partie des caractéres observés pour

identifier correctement le champignon.
a. Aspect macroscopique

Sur le milieu de culture A. flavus E73 forme des colonies duveteuses a poudreuses, aux
abords blanc, puis jaune, puis vert-jaune. Le revers est jaunétre (Figur e 26).

b. Aspect microscopique

L es tétes conidiennes, uniseriées, d’ abord radiées. Les conidiophores sont hyalins. Les
vésicules sont globuleuses. Les phialides sont directement insérées sur la vésicule
(Figure 26).

Figure 26. Aspect macroscopique (A et B) et microscopique (C) d’ A. flavus E73.
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4.2. ldentification de |’ espéce

Le Tableau XVII et la Figure 27 montrent les caractéres culturaux rencontrés dans
les quatre milieux de culture (MEA, G25N, CY A) selon laméthode de Pitt et Hocking (2009).
L’'identité de I'espece d’A. flavus E73 a été confirmée sur milieu Aspergillus flavus et
parasiticus (AFPA). Dans ce milieu, I'A. flavus E73 donne une couleur jaune-orangé a
orange, cette coloration est due ala production de |’ acide aspergillique (acide noaspergillique)
par |I'’espece fongique qui a réagit avec le citrate dammonium ferreux en formant un
complexe coloré aprés une incubation a 37 °C pendant 7 jours. En plus des concentrations
plus efficaces des ingrédients actifs, I’ AFPA contient de dichloran et chloramphénicol pour
inhiber I'épandage des champignons et des bactéries, respectivement. L'AFPA est
recommandé pour la détection et le dénombrement des champignons potentiellement
aflatoxigéenes dans les noix, le mais, les épices et d'autres produits. Ses avantages
comprennent la rapidité (48 h d’incubation sont généralement suffisantes), la spécificité et la
simplicité. En conséquence, il peut ére un guide simple et routinier pour le dépistage d une
possible contamination par |’ afl atoxine.

Tableau XVII. Identification d’ A. flavus E73.

Milieu Température Lecture ( couleur)
d’incubation
A. flavus E73 MEA 25°C Vert pistachio
G 25N 25°C Vert d olive
CYA 25°C Vert foncé
AFAP 37 °C Revers orange

Figure 27. Aspect macroscopique d A. flavus E 73 par laméthode de «piqure central e»:
(A): milieu MEA a 25 °C; (B): milieu G25N a 25 °C; (C): milieu CYA a25 °C; (D): milieu
AFAP a 37 °C (revers).
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I11. 5. Etude du pouvoir producteur d’aflatoxine B1 par A. flavus E 73

Au cours de cette étude, la souche d’A. flavus E73 afait |’ objet de |’ étude du pouvoir
producteur d’ AFB:. Le criblage de souche aflatoxinogene a été basé sur la mise en évidence
de la fluorescence sous U.V a 365 nm sur milieu CAM et sur CCM. Le pouvoir producteur de
la souche ayant donné une fluorescence bleue et un revers du milieu CAM jaune orangé a été
confirmé par CCM. La détection de la production d’ AFB1 par visualisation de la fluorescence
sur milieu CAM est auss performante que la détection par CCM (Figure 28 et 29).

L’ examen de chromatoplague sous U.V (365 nm) de I’ extrait de filtrat de culture sur milieu

SMKY a aussi révélé des résultats similaires.

ey
e e 1

(A): un revers jaune orangé (B): fluorescence bleue

Figure 28. Mise en évidence par fluorescence sous lumiére U.V. (365 nm) de la production
d AFB; par d’ A. flavus E73 sur milieu CAM.

Figure29. CCM sous UV 365 nm montrant lestaches bleues d’ AFB1 produite par A. flavus
E73 sur milieu SMKY (A) et CAM (B).
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[11. 6. Activité antifongique et anti-aflatoxine B1

I11.6.1. Activité antifongique des huiles essentielles

Des différences d’ efficacité ont été notées entre les différentes HEs sur la croissance
de I’ espéce fongique, A. flavus E73, potentiellement toxinogéne. L’ action sur la croissance, a
montré une sensibilité significative de la souche a tous les HEs par rapport au témoin (p <
0,05). Cette sensihilité est sous la dépendance de la composition chimique des HEs et la
fonction des composés majoritaires a caractére antimicrobien. Généralement, les composants
de faible poids moléculaire et hautement lipophiles des HES passent facilement a travers les
membranes cellulaires et provoquent une perturbation de I’organisation des cellules
microbienne (Chao et al., 2005).

[11. 6.1.1. Effet des huiles essentielles de C. sinensis et C. limon sur la croissance d’A.
flavus E73

Les effets inhibiteurs des HEs de C. limon et de C. sinensis sur la croissance d'A.
flavus E73 au cours des sept jours d’incubation sont illustrés dans la Figure 30. Pour tous les
traitements, la croissance de mycélium a été significativement réduite (p < 0,05) d’une fagon
proportionnelle aux concentrations des HEs (Annexe I1), indiquant une activité dépendante
de la dose, tandis que leur croissance a progressivement été augmentée avec le temps. La
croissance mycélienne a été retardée de trois jours pour une concentration de 1,5 mg/ml pour
C. limon et de deux jours pour 1,75 mg/ml pour C. sinensis. Le pourcentage d inhibition de
la croissance des mycéliums a été déterminé au 7°™ jour tel que présenté dans la Figure 31.
Les résultats ont revélé que I’'HE de C. limon amontré un taux d’inhibition de 75,14% sur la
croissance mycélienne a une concentration de 1,5 mg/ml par rapport au témoin (p < 0,05).
Une inhibition compléte de la croissance d' A. flavus E73 a éé observée a 1,75 mg/ml deI’'HE
de C. limon, tandis que I’HE de C. sinensis a présenté un pourcentage d’inhibition d’ environ

68,24% ala méme concentration par rapport au témoin (p < 0,05).
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Figure 30. Effet deI’'HE de C. limon et C. sinensis aux différentes concentrations sur la
croissance del’ A. flavus E73 pendant 7 jours d’incubation.
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Figure 31. Les pourcentages d'inhibition de la croissance du mycélium de |’ A. flavus aprés 7

jours d’'incubation (C. limon et C. sinensis).

La différence observée dans I’ activité antifongique entre les HEs de C. limon et C.
sinensis peut étre expliquée sur la base des différences de composition chimique de leurs
fractions volatiles, comme indiqué précédemment par Caccioni et al. (1998). Ces auteurs ont
observé divers degrés d'inhibition de la croissance fongique lors des tests avec des
composants volatils de I’orange, de la mandarine, de la citrange et de citron contre P.
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digitatum et P. italicum. L’ activité antifongique de I'HE de C. sinensis contre A. flavus
pourrait étre expliquée par de la dominance du limonéne (82,59%), probablement le
congtituant inhibiteur principal. Plusieurs chercheurs ont décrit I’activité antifongique du
limonene, isolé de différentes plantes contre A. parasiticus (Greene-McDowelle et al., 1999),
Rhizoctonia solani (Angioni et al., 2006), A. niger (Sharma et Tripathi, 2008), et A. flavus
(Razzaghi-Abyaneh et al.,2009; Singh et al., 2010; José Velazquez-Nufiez et al., 2013).

Laparoi cellulaire fongique joue un réle important dans la croissance et la viabilité des
moisissures, les trois principaux ééments structuraux, le glucane, la chitine et le mannane,
sont généralement considérés comme des cibles thérapeutiques. Yutani et al. (2011) ont
révélé que I'HE de C. sinensis (Limonene 84,2%) était capable d’inhiber la croissance d’ A.
niger; il a également conduit a une atération morphologique irréversible, en particulier la
perte de cytoplasme dans les hyphes fongiques et le point de bourgeonnement des hyphes.
Ains, le linalol peut étre responsable de I’ effet inhibiteur de I'HE de C. sinensis sur la
croissance d'A. flavus E73. Dans les travaux menés par Aloui et al. (2014), les HEs de C.
bergamia Risso et de C. sinensis (L.) Osbeck ont montré la capacité d’inhiber la croissance
d A. flawus; 'HE de C. bergamia Risso était la plus efficace. Les auteurs ont attribué
I"inhibition de la croissance d’'A. flavus a la présence de linalol. Plusieurs auteurs ont dé§ja
attribué la capacité antifongique des HEs des agrumes a la présence du linalol qui est présent
a différentes concentrations dans les HEs des citrus (Veriotti et Sacks 2001; Vekiari et al.,
2002; Djenane, 2015). La plus importante activité antifongique de C. limon pourrait ne pas
étre attribuée a ce constituant pour sa faible proportion (54,96%) par rapport aC. sinensis. Il a
été supposé que I’ activité antifongique de cette HE a significativement été affectée par la
présence de précurseurs biologiques de composes phénoliques, a savoir le y-terpinene (Ahmad
et al., 2013; Hague et al., 2016) et le p-cyméne (Sekine et al., 2007; Ozcan et Chalchat 2008;
Gusarov €t al., 2009). Le p-cymene pourrait aussi jouer un réle antifongique (Romagnoli et
al., 2010). L’activité antifongique est le résultat d’'une perturbation de I'intégrité de la
membrane cytoplasmique, entrainant une fuite de composants intracellulaires vitaux (Ultee et
al., 2002; Vale-Silva et al., 2010). De méme, I'HE de C. limon est riche en hydrocarbures
monoterpéniques, les pinénes (a-pinene et S-pinéne), comparé al’HE de C. sinensis. Il aété
démontré que ces composants possedent une excellente activité antifongique (Bezic et al.,
2005, Souza et al., 2005), pourraient étre impliqués dans cette bonne activité antifongique
provoquée par I'HE de C. limon. L’ effet inhibiteur de cette huile peut également étre expliqué
par la présence de citronellol, de géraniol, d’ a-terpinéol, de nérol, de linalol et de terpinen-4-
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ol, qui se sont manifestés selon Hammer et al. (2003), par leur bonne activité antifongique
contre Aspergillus et Penicillium. Le potentiel antifongique élevé de ces monoterpenes est en
raison de leur bonne solubilité dans I’ eau et de la présence d'un groupe fonctionnel d’'alcool.
Les acools monoterpéniques augmentent la perméabilité de la membrane plasmique et
inhibent le processus de respiration sur la membrane mitochondriale des champignons (Cox et
al., 2000, Debaet al., 2008, Imelouane et al., 2009).

Il a été suggéré que lecitronella aune activité antifongique bien connue (Lee et al
., 2008; Rammanee et Hongpattarakere, 2011; Tolba et al., 2015; Trindade et al., 2015).
Suppakul et al. (2003) ont rapporté que le citronellal possede des propriétés antifongiques
remarguables contre A. flavus, A. ochraceus et F. oxysporum. Bound et al. (2016) ont rapporté
sa bonne inhibition sur la croissance de mycélium et la germination des spores de maniere
dose-dépendante, en détériorant la membrane plasmique des spores et conduisant a une

conductivité extracellulaire plus élevée et libération de constituants cellulaires.

[11. 6.1.2. Effet des huiles essentiellesde C. cyminum et C. sativum sur la croissance d’A.
flavus E73

L’ activité antifongique des HEs de C. cyminum et de C. sativum est représentée dans
la Figures 32. Une activité significative (p < 0,05) a été observée proportionnellement a la
concentration des HEs de C. cyminum et de C. sativum (Annexe I1). En effet, |a croissance
d’ A. flavus E73 a été retardée de quatre jours a une concentration de 1,00 mg/ml pour C.
cyminum et d' un jour a1,25 mg/ml pour C. sativum. La croissance mycéliennedel’A. flavus a
été totalement inhibée par les HES de C. cyminum et C. sativum a 1,25 mg/ml et 1,50 mg/ml,
respectivement. L’ activité antifongique traduite par I’inhibition de la croissance de mycélium
était proportionnelle a la concentration de I'huile, cela n'a pas empéché d’ observer une
évolution dans croissance mycélienne au cours d’incubation. Le pourcentage d’inhibition de
la croissance d'A. flavus E73 par rapport au témoin (p < 0,05) est compris dans I’intervalle
[24,26-84,88%)] pour C. cyminum et [15,10-65,00%)] pour C. sativum (Figure 33).
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Figure 32. Effet deI’HE de C. cyminum et C. sativum aux différentes concentrations sur la

croissance del’ A. flavus E73 pendant 7 jours d’incubation.
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Figure 33. Les pourcentages d'inhibition de la croissance du mycélium de |’ A. flavus aprés 7

jours d’incubation (C. cyminum et C. sativum).

L'HE de C. cyminum montre une bonne activité antifongique qui pourrait étre

attribuée au cuminaldéhyde (65,98%) majoritaire. Ce compose volatil s'est avéré avoir une
forte activité antifongique (Singh et Upadyay, 1991; Tian et al., 2011). Selon Smid et al.
(1995), le cuminaldehyde est un inhibiteur puissant de la croissance in vitro de P. hirsutum.
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Ces auteurs ont constaté que I’inhibition de la croissance fongique par e cuminaldéhyde est
une inhibition irréversible. Plus précisément, il est considéré comme un agent fongicide tres
puissant. Il exerce son action par I'inhibition de I’ activité ATPases, la biosynthése de |a paroi

cellulaire, et |’ altération de la structure et de I’ intégrité de la membrane.

L’ activité antifongique de I'HE de C. cyminum pourrait étre auss attribuée a la
présence de certains composants tels que le cymene et |e S-pinene qui sont d§ja connus pour
leur activité antimicrobienne (Souza et al., 2005). Outre, Kediaet al. (2014) ont révélé que la
teneur en ergostérol dans la membrane plasmique d’A. flavus a significativement été réduite
par les différentes concentrations de I'HE de C. cyminum. L’HE de C. sativum a montré un
effet similaire qui agit sur la perturbation des voies normales de biosynthése des stérols,
conduisant a la réduction de la biosynthese de I'ergostérol. L'absence ou la présence
d’ ergostérol dans les membranes fongiques entraine des instabilités métaboliques de la cellule
fongique, compromettant la reproduction et |'activité infectieuse (Ahmad et al., 2011;
Kerekeset al., 2013; Rajput et Karuppayi, 2013; Freiresde Almeidaet al., 2014).

[11. 6.1.3. Effet des huiles essentielles de L. nobilis et T. capitatus sur la croissance d’A.
flavus E73

Nos résultats ont montré une efficacité antifongique prononcée del’HE de L. nobilis
et de T. capitatus contre la souche testée (p < 0,05) (Annexe I1). La croissance a été retardée
de trois jours a 1,5 mg/ml pour L. nobilis et de cing jours a 0,75 mg/ml pour T. capitatus.
Auss la croissance du mycélium était proportionnelle a la concentration de I'HE utilisée
(Figure 34). Les pourcentages d’inhibition sur la croissance fongique ont varié par rapport au
témoin (p < 0,05) de 13,93% a 76,08% pour L. nobilis, et de 40,49 % a 86,98% pour T.
capitatus (Figure 35) par rapport au témoin (p < 0,05).
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Figure 34. Effet de’HE de L. nobilis et T. capitatus aux différentes concentrations sur la
croissance del’ A. flavus E73 pendant 7 jours d’incubation.
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Figure 35. Les pourcentages d'inhibition de la croissance du mycélium de |’ A. flavus aprés 7

jours d'incubation (L. nobilis et T. capitatus).

Daferera et al. (2000) ont indiqué que |'effet antifongique des HEs est une
conséguence de la formation de liaisons hydrogénes entre les groupes hydroxyles des
composes phénoliques des HEs et les sites actifs des enzymes cellulaires de la cible fongique.
Dos Santos Oliveira et Badiade Furlong (2008) ont rapporté que le type de la structure
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phénolique est plus important que la concentration en ces composeés. |l a été démontré que les
molécules possédant un groupe hydroxyle plus un systeme d éectrons délocalisés dans la
structure du cycle phénolique ont une activité antifongique éevée (Safaei-Ghomi et Ahd,
2010).

Dans la présente étude I’HE de L. nobilis a montré une bonne activité antifongique.
Nos résultats corroborent d autres travaux sur le pouvoir antifongique de I'HE de L. nobilis
Guynot et al. (2005) ont obtenu une bonne activité antifongique de I'HE de L. nobilis contre
la croissance des Aspergillus sp. Ceylan et Fung (2004); Takarimi et al. (2010) dans leurs
travaux ont révélé que I’HE de L. nobilis a présenté des activités modérées. Simi¢ et al.
(2004) ont mis en évidence le pouvoir antifongique des HE d’ Aniba rosaeodora, L. nobilis,
Sassafras albidum et C. zeylanicum vis-a-vis d especes fongiques. L'HE de C. zeylanicum a
été considérée comme I’ agent antifongique |e plus puissant, suivie par les HEs de S. albidum
et d'A. rosaeodora aux effets moyens et enfin I’HE du L. nobilis avec un effet plus faible.
Cette faible activité peut étre attribuée a I’ interférence entre le composé majeure 1,8-cinéole
et la présence du sabinéne (Simi¢ et al., 2004). Safaei-Ghomi et Ahd (2010) ont indiqué que
le 1,8-cinéole possede une activité antifongique potentielle. Hmiri et al. (2011) ont signalé
gue I’ activité antifongique de I’ HE d’ E. camaldulensis riche en 1,8-cinéole est due au moins
partiellement a I’ action de ce monoterpéne. Baghloul et al. (2016) ont indiqué que le 1,8-
cinéole a apparié comme le composé antifongique le plus efficace dans I'HE de R. officinalis
contre I'A. niger. Les travaux de Chebli et al. (2003); Shukla et al. (2012) et Caputo et al.
(2017) ont montré que le 1,8-cinéole pur a provoqué une inhibition de la croissance
mycélienne, mais a des concentrations plus élevées que les HEs dans leur totalité. D’ apres
Gusarov et al. (2009), le 1,8-cinéole provoque des changements morphologiques hyphal et
des dommages dans la membrane plasmique en provoquant une perméabilisation de la
membrane. Ainsi, |’ activité antifongique de notre HE pourrait étre attribuée a la présence

des autres composeéstels que lelinalool, les pinenes et |e terpene-4-al.

L’ activité antifongique de I’HE T. capitatus contre A. flavus E73 pourrait étre liée ala
dominance du thymol et du linalol, du géraniol, du p-cymene-3-ol et du p-cymeéene. Selon
Rasooli et Owlia (2005), Filipowicz et al. (2003) et Stevi'c (2014), il a éé démontré que ces

composes ont une forte activité antifongique.

L’activité antifongique des terpénes est généralement liée a leurs groupes
fonctionnels, ¢’ est-a-dire, a leur hydroxyle. Le thymol produit a partir de p-cymeéne, présente
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un effet antifongique important; il peut provoquer des dommages dans la membrane cellulaire
en interagissant avec les stérols et en particulier avec I’ ergostérol (Dorman et Deans, 2000;
Limaet al., 2013).

De nombreuses études ont démontré I’ activité antimicrobienne du thymol en raison
de sa structure phénolique (Davidson et Naidu 2000; Skocibusic et al., 2006). La nature
antifongique de ce compose est due a sa capacité a modifier la morphologie du mycélium et a
provoquer des agrégats entrainant une réduction de leur diamétre et des lyses de la paroi. De
plus, le thymol est lipophile lui permettant d'interagir avec la membrane plasmique des
cellules fongiques, atérant sa perméabilité ce qui provoque la perte de macromolécules et, par
conséquent, la mort du champignon (Thompson, 1996; Lee et al., 2008; Rammanee et
Hongpattarakere, 2011; Tolba et al., 2015; Trindade et al. , 2015). Un mécanisme similaire a
été également observé avec d’ autres monoterpenes, tels que le linalol, ce dernier, également

pourrait interférer avec la stabilité fongique.

En générale, Il est difficile de corréler |'activité antifongique avec des composés
simples ou des classes de composés. A titre d’ exemple, Vilelaet al. (2009) ont testé I'HE d'E.
globulus et son composé majeur 1,8-cinéole contre A. flavus et A. parasiticus. Ces auteurs ont
constaté que I'activité antifongique de la molécule isolée n'est obtenue qu’'a une forte
concentration, ce qui pourrait indiquer que le composant majeur de I’ huile n’est pas le seul

composant responsable de la limitation de |a croi ssance fongique.

Les HEs se constituent d’une grande variété de composes chimiques, ce qui rend
difficile a éablir une liaison directe entre un compose parmi dautres et |'activité
antimicrobienne. Il serait évident que, méme les composants mineurs peuvent jouer un role
critique dans les activités antifongiques, et il semble que les effets inhibiteurs sont le résultat
de leur action synergique. Ainsi, la possibilité de développement d’ une résistance al’ HE de la
part du champignon serait réduite, et le spectre des organismes sensibles a son action serait
plus large. De plus, les éapes de purification des composés impliqueraient des codts plus
élevés, de sorte que les HEs entiéres semblent étre plus prometteuses dans I’ application

commerciae que les composes isolés (da Cruz Cabral et al., 2013).
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[11.6.1.4. Concentration minimale inhibitrice (CM1) et concentration fongicide minimale
(CMF) des huiles essentielles

La concentration minimale inhibitrice (CM1) et la concentration minimale fongicide
(CMF) des HEs étudiées a |’ encontre de la souche toxinogéne A. flavus E73 sont résumeées
dans le Tableau XVIII. Il n’existe pas des criteres validés pour les points d extrémité CMI
concernant les essais in vitro. Néanmoins et, selon Aligiannis et al. (2001), I'activité
antimicrobienne est considérée plus forte lorsque les valeurs de CMI sont comprises entre
0,05 mg/ml et 0,50 mg/ml, modérée quand elles sont comprises entre 0,6 mg/ml et 1,5 mg/ml
et faibles lorsqu’elles sont supérieures a 1,50 mg/ml. Dans cette éude, nous avons testé
jusgu’ au maximum de concentration de 2,00 mg/ml. Parmi les HES testées, la plus faible CMI
contre A. flavus E73 a été obtenue avec I'HE de T. capitatus (1,00 mg/ml), cependant, les
autres CMIs correspondants aux autres huiles sont les suivantes: C. cyminum (1,25 mg/ml),
C. sativum (1,50 mg/ml), suivie par C. limon (1,75 mg/ml), L. nobilis (1,75 mg/ml) et C.
sinensis (2,00 mg/ml). Les CMF des HES ont é&é trouvées étre T. capitatus (1,50 mg/ml), C.
cyminum (1,50 mg/ml), C. sativum (2,00 mg/ml), suivi par C. limon (2,00 mg/ml), L. nobilis
(2,00 mg/ml) et C. sinensis (> 2,00 mg/ml).

Table XVII1I. Concentration minimale inhibitrice (CMI) et concentration fongicide minimale
(CMF) des HEs.

HEs CMI (mg/ml) CMF (mg/ml)

C. limon 1,75+ 0,00 2,00+ 0,00
C. sinensis 2,00+ 0,00 > 2,00

C. sativum 1,50 + 0,00 2,00+ 0,00
C. cyminum 1,25+ 0,00 1,50+ 0,00
L. nobilis 1,75+ 0,00 2,00+ 0,00
T. capitatus 1,00 + 0,00 1,50 £ 0,00

Les CMI et les CMF des HEs vis-a-vis de la souche toxinogéne A. flavus E73ont été
déterminées par la méthode de dilution en milieu liquide SMKY. Cette méthode offre de
meilleures conditions aux HES d’ étre en contact étroit avec les spores fongiques et de diffuser
de maniére homogene al’intérieur de milieu (Kalemba et Kunicka, 2003). Sharma et Tripathi
(2008), ont prouve que I’ activité antifongique des HESs peut étre mieux évaluée par la méthode
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de dilution. Les mémes observations ont été rapportées par Hammer et al. (2003). Dans la
méthode de dilution, son seul inconvénient est qu’elle exige une grande quantité de I'HE
(Mesa-Arango et al., 2009). Des chercheurs divers ont mis en évidence le potentiel
antifongique des HES en termes de CM1 contre la souche fongique A. flavus. Dans les travaux
de José Velazquez-Nuiiez et al. (2013) et Singh et al. (2010), I'HE de C. sinensis var.
Valencia a affiché des CMI de 16 mg/ml et 0,75 mg/ml, respectivement. Viuda-Martos et al.
(2008) ont démontré que I'HE de C. limon a présenté une valeur de CMI 0,94% (p/v).
Cependant, Stevi¢ et al. (2014) ont signal€ une valeur de 13,40 mg/ml pour C. limon. D’ apres
Kedia et al. (2014) et Deabes et al. (2011), les valeurs CMIs des HEs de C. cyminum et C.
sativum ont été estimées a 1,00 mg/ml et 0,60 pl/ml, respectivement. L’HE de L. nobilis a
exhibé une CMI de 40 pl/ml (Simig et al., 2004). Dobre et Niculi (2012) ont reporté qu’ une
inhibition totale de I’HE de T. capitatus a été observée a une CMI de 1000 ppm.

Afin d obtenir une vision globale de I’ activité des HEs sur un nombre significatif de
microorganismes, il serait nécessaire de multiplier les expé&imentations. La quantité de
résultats obtenus devient donc importante. Cependant, la comparaison précise de toutes ces
données est difficile pour plusieurs raisons: 1.- L’ action d’ une HE est dépendante de sa nature
et sa composition chimique; il est possible de distinguer différents chémiotypes au sein d' une
méme famille botanique de plantes. La composition exacte des huiles étudiées n’est pas
toujours précisee dans la littérature scientifique et nous pouvons supposer que les différences
de composition induites par la zone de provenance de I’ huile peuvent influer sur son activité.
2.- L’action est dépendante aussi  du microorganisme sur lequel elle agit. 3.- La variété des
méthodes utilisées; I'insolubilité des HES dans I’ eau, ou plus généralement dans les milieux
utilisés en microbiologie, explique la variété des techniques employées. L’ analyse fine de ces
méthodes montre des variations de protocole: gjout ou non de surfactant pour solubiliser
I"huile, dilution ou non dans le solvant, utilisation de différents milieux de culture, durées
d’incubations variables. L’emploi de ces différentes méthodes peut donc induire des

fluctuations dans la comparai son des résultats des différentes études.

Les notions de CMI et CMF ne sont pas définies de fagon précise et universelle, les
auteurs peuvent exprimer les résultats dans différentes unités. Par exemple, 1a CMI exprimée
en % (v/v) ou en pg/ml ou en pl/ml ou encore en mg/ml ce qui rend difficile la comparaison
des résultats entre eux. Tous ces facteurs mentionnés ci-dessus peuvent étre la cause de

divergences dans les résultats de CMI.
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[11.6.2. Activité anti-aflatoxine B1 des huiles essentidlles

Les aflatoxines sont les toxines fongiques les plus nocives connues a |” heure actuelle;
I’AFB;1 est inclus dans le groupe 1 par I’ Agence internationale de recherche sur le Cancer
(C.I.R.C, 2002). En conséguence, un autre test complémentaire a été effectué afin de mesurer
les potentialités antifongiques que possedent les HEs de C. limon, C. sinensis, C. cyminum,
C. sativum, L. nobiliset T. capitatus non seulement sur la croissance de la souche toxinogéne
A. flavus E73 mais aussi sur la production des toxines par cette souche, connue par ces
immenses potentiaités a produire I’ AFB1. Les résultats sont représentés dans le Tableau
XIX,

Les résultats enregistrés expliquent clairement la relation proportionnelle entre les
poids sec de mycédlium et I’ AFB;1 (dose-dépendance). A chaque fois que la dose de I’ HE dans
le milieu de culture SMKY était supérieure, la réduction de biomasse mycdlienne a été
accompagnée par une baisse dans la sécrétion de I’ AFB:.
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Tableau X1 X. Effet desHES sur labiomasse et 1a production de I’ AFB;.

Concentration (mg/ml)

Biomasse (mg)

Teneur en AFB:

(ng/ml)

C. limon 0,25 832,00 £ 9,16 768,07 + 16,52
0,5 776,33 £ 6,02 678,65 + 37,97
0,75 592,00 + 7,54 524,76 + 16,52
1,00 469,66 * 5,50 395,96 + 21,85
1,25 296,66 = 5,77 248,07 £ 21,85
1,5 182,33+ 2,51 114,49 + 14,31
1,75 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

C. sinensis 0,25 880,00 * 5,60 791,92 +£ 21,85
0,5 833,66 + 5,50 739,44 + 21,86
0,75 784,00 = 4,00 677,43 + 8,26
1,00 715,00 £ 5,00 639,26 + 21,85
1,25 655,33+ 5,03 582,01 + 21,86
15 596,66 + 7,63 448,41 + 21,82
1,75 304,00 = 3,60 214,67 + 28,62
2,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

C. cyminum 0,25 616,33 = 4,50 57,24 + 14,31
0,5 4720,00 + 3,46 372,10+ 14,31
0,75 264,33 £ 3,51 195,59 + 8,26
1,00 120,00 + 4,08 515,22 + 28,62
1,25 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1,5 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1,75 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2,0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

C. sativum 0,25 716,00 = 6,55 667,88 + 21,86
0,5 585,66 + 6,02 491,37 + 21,85
0,75 460,33 + 8,96 381,65 + 8,26
1,00 425,33 + 5,03 372,10 + 14,31
1,25 265,00 + 4,58 205,06 + 29,70
1,5 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1,75 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
2,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

L. nobilis 0,25 804,66 * 5,03 739,44 + 57,83
0,5 742,66 = 2,51 663,11 + 36,01
0,75 651,66 * 7,63 510,45 + 21,86
1,00 583,66 + 4,04 477,06 + 8,26
1,25 284,00 = 3,60 190,82 £ 29,78
15 173,00 £ 5,56 124,03 £ 21,85
1,75 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2,0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

T. capitatus 0,25 470,00 + 7,93 395,26 + 29,78
0,5 264,00 = 3,60 176,50 £ 36,01
0,75 135,00 £ 5,00 52,47 + 29,79
1,00 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
1,25 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1,5 0,00 + 0,00 0,00 = 0,00
1,75 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00
2,0 0,00+ 0,00 0,00+ 0,00

Témoin 0 905,33+6,11 868,25 + 16,52
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111.6.2.1. Effet des huiles essentielles sur la biomasse mycélienne

La biomasse mycélienne a été significativement (p < 0,05) inhibée a toute
concentration des HEs (0,25-2,00 mg/ml) en comparaison avec le témoin (905,33 *
6,11mg/ml). Les résultats ont révélé que la biomasse mycélienne sous I’ influence de I'HE de
C. limon aux concentrations de 0,25 mg/ml et de 1,50 mg/ml a significativement réduit (p <
0,05) laproduction d’ AFB1 de 832,00 + 9,16 mg a 182,33 + 2,51. D’ un autre cbté, I'HE de C.
sinensis a produit une inhibition significative (p < 0,05) de 830,00 £ 5,56 mg a 304 + 3,60 mg,
aux concentrations de 0,25 mg/ml et 1,75 mg/ml. L inhibition compléte de C. limon et de C.
sinensis a été observée a 1,75 mg/ml et 2,00 mg/ml, respectivement. Les mémes résultats ont
été obtenus pour les HEs de C. cyminum et de C. sativum dont 1a biomasse mycélienne a é&é
proportionnellement diminuée aux concentrations allant de 0,25 mg/ml a 1,00 mg/ml (616,33
+ 4,50 mg-120 + 4,08 mg) et de 0,25 mg/ml a 1,00 mg/ml (716,00 + 6,55-265,00 + 4,58).
L’inhibition de la biomasse mycélienne totale a été constatée a 1,25 mg/ml et 1,5 mg/ml,
respectivement, tandis que les HES de L. nobilis et T. capitatus, elle a éé enregistrée aux
concentrations allant de 0,25 mg/ml a 1,72 mg/ml et de 0,25 mg/ml a0,75 mg/ml (inhibition
dans I’intervalle de 804,66 + 5,03 mg a 173,00 + 5,56 mg et de 470,00 + 7,93 mg a 135,00 +
5,00 mg, respectivement). L’inhibition totale a été enregistrée a 2,00 mg/ml et 1,5 mg/ml,

respectivement.

Le pourcentage d’inhibition de la biomasse mycélienne est compris dans I’ intervalle
[8,09%-79,85%] pour C. limon, [2,79%-66,41%] pour C. sinensis, [31,91%-86,74%)] pour C.
cyminum, [20,91%-70,72%] pour C. sativum, [11,11%-80,88%)] pour L. nobilis et [48,08%-
85,08%] pour T. capitatus (Figur e 36).
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Figure 36. Effet desHEs sur labiomasse mycélienne del’A. flavus E73.

I11.6.2.2. Effet des huiles essentielles sur la production d’aflatoxine B1

Toutes les HEs exercent une meilleure activité anti-AFB,. Cette activité dépend de la
concentration en HE utilisée. La présence de I'HE de C. limon a des concentrations de 0,25
mg/ml et de 1,50 mg/ml a provoqué une réduction significative (p < 0,05) de production
d' AFB1 (de 768,07 + 16,52 a 114,49 + 14,31 ug/ml). Cependant, I'inhibition compléte
d AFB; a été obtenue a une concentration de 1,75 mg/ml. D’un autre c6té, une meilleure
inhibition de I’ AFB: est obtenue a des concentrations supérieures en HE de C. sinensis. Cette
HE a produit une inhibition significative (p < 0,05) de 791,92 + 21,85 ug /ml a 214,67 + 28,62
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ug /ml, aux concentrations alant de 0,25 mg/ml a 1,75 mg/ml. Il est anoter quel’ AFB; aété

complétement inhibée a une concentration > 1,75 mg/ml

Les deux HEs de C. cyminum et de C. sativum ont aussi significativement inhibé (p <
0,05) la production d’ AFB1, aux concentrations comprises entre 0,25 et 1,00 mg/ml (515,22
+ 28,62-57,24 + 14,31 pg /ml) pour I'HE de C. cyminum. L’HE de C. sativum aaussi causé
une réduction de la sécrétion d' AFB;1 de 667,88 + 21,86 png/ml & 205,06 + 29,70 pug/ml (0,25
mg/ml-1,5 mg/ml). L’HE de C. cyminum a complétement inhibé I’ AFB1 a 1,25 mg/ml, alors
que I'inhibition de I’ AFB1 par L' HE de C. sativum a été enregistrée a 1,5 mg/ml.

Pour I'HE de L. nobilis, une concentration comprise entre 0,25 et 1,5 mg/ml a
significativement (p < 0,05) provogqué une inhibition de la production d'AFB:1 (739,44 +
57,83-124,03 + 21,85). Aussi, |I"huile de T. capitatus a significativement (p < 0,05) inhibé la
production d’ AFB: a des concentrations entre 0,25 et 0,75 mg/ml (395,26 + 29,78 et 52,47 +
29,79 ug/ml) Cependant, une inhibition compléte de la production d’ AFB: a été obtenue a
des concentrations de 1,75 mg/ml et 1,00 mg/ml.

Leur pouvoir inhibiteur d AFB; sest situé entre 11,5%-86,82% (C. limon), 9,24%-
75,26% (C. sinensis), 40,64%-93,42% (C. cyminum), 23,02%-76,33% (C. sativum), 14,89%-
85,71% (L. nobilis) et 54,35%-95,00% (T. capitatus) (Figure 37).

101



Résultats et Discussion

100 = . fimon
E 20 - O sinensis
= 50
= TO
B
= &0
= so
E 40
20
20
10
.25 .5 0.75 1.0 1.25 1.5 1.78 2.0
Concentration g/ maly
. loo -
= g0 = O VIR iR R
?__- g0 = L sarivrim
E 7o
= 60
= S0 4
E a0
=  s0 |
- 20 4
10 +
o - . . . . .
.25 .5 0. 75 1.0 1.25 1.5 1.75 Z.0
Conceniration (mg/mi)y
100 -
—~ gp m I nobilis
E,‘! B T. capitatus
= 80
B 7o
-
= 18]
g 50
E a0
= o0
= 20
10
4] 1 1 1 - - ! ! !
0.25 0.5 0.75 1.0 1.25 1.5 1.75 z.0
Concentration (mg/ml)

Figure 37. Effet des HES sur la production d’ AFB;1.

Depuis ladécouverte des aflatoxines dans les années 1960, des progres rapides se sont

développés en mycologie, biochimie et en génétique moléculaire pour clarifier les

meécanismes de biosynthese de ces métabolites.

La biosynthese d aflatoxines par les moisissures est considérée a |'heure actuelle

comme I'une des meilleures voies métaboliques secondaires identifiées impliquant un

processus complexe avec la participation de plus de 25 cluster genes situés dans une région
de 75 kb du chromosome fongique (Ehrlish et al., 2005; Yu et al., 2004). Différentes
stratégies ont été utilisées pour prévenir la contamination par des aflatoxines, les cultures
sensibles et les produits agricoles stockés (Cleveland et Bhatnagar, 1992; Philips et al., 1994;

Bhatnagar et Garcia, 2001). Les inhibiteurs naturels de la croissance fongique et de la
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production d’ aflatoxine sont des candidats potentiels pour remplacer les produits chimiques

de synthése.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Singh et al. (2010) et Bgarano et
al. (2009). Ces derniers ont testé I'HE de C. sinensis et C. limon comme antifongiques
naturels et, ont constaté une réduction en teneur d’ AFB; jusqu’aux 68,33% et 73,6%,
respectivement. Kedia et al. (2014) ont signalé que | huile de C. cyminum aréduit de 67,30%
de la production d’ AFB;1. Prakash et al. (2012) ont observé un taux de réduction > 80%
provoqué par I'HE de C. sativum vis-g-vis de la production de I’ AFB1. Dans d autres éudes,
Deabes et al. (2011) ont indiqué que I'HE de C. sativum peut réduire la production d AFB;
jusqu’a 25,38%. L’ huile de feuilles de L. nobilis a permet une réduction de 98% de d’ AFB;
(Attanda et al., 2007). Concernant T. capitatus, peu de travaux se sont déroulés sur |’ activité
anti-AFB;1 de ses HEs. D’apres les résultats, I'HE de T. capitatus a généré le plus fort
potentiel anti-AFB1 comparé aux autres HEs. Ces résultats sont compatibles avec ceux de
Kohiyama et al. (2015).

Nos résultats montrent que les HEs de C. limon, C. sinensis, C. cyminum, C. sativum,
L. nobilis et T. capitatus inhibent la croissance d’A. flavus E73 et la production d AFB:1 a
concentrations égales. Nos résultats sont similaires a ceux de Reddy et al. (2009), qui ont
montré que I'HE de S aromaticum a 5 g/kg peut inhiber la croissance d A. flavus et la
production d’ AFB:. Mishra et al. (2012), ont indiqué que I"'HE de Syzygium jambos a 0,4
ul/ml présenté alafois une activité antifongique et une inhibition de la production d’ AFB1 g;
mais I'inhibition de la production d’ AFB1 ne pourrait pas étre entierement attribuée a une
croissance fongique réduite. De nombreuses études ont confirmé cette hypothése. Kumar et
al. (2010 bont rapporté que I'HE de Lantana indica a 1,5 et 0,75 pug /ml a compléetement
inhibé la croissance d’'A. flavus et la production d’AFB1, respectivement. Des résultats
similaires ont é&é obtenus par Srivastava et al. (2008) concernant les plantes Cinnamomum
camphora et Alpina galanga. La croissance d'A. flavus a été inhibé a une concentration de
1000 ppm pour les deux huiles extraites des deux plantes par contre la production d AFB:1 a
été enregistrée a 500 ppm pour A. galanga et 750 ppm pour C. camphora. Dans une autre
étude réaisée par Vilda et al. (2009), I’inhibition de I’AFB1 a nécessité une concentration

d E. globulus supérieure acelle deI’inhibition d' A. flavus et d’ A. parasiticus.

Les aflatoxines sont synthétisées de maniere extra-mitochondriale a partir de
I" acétylcoenzyme A pendant une période d’ utilisation rapide du glucose. Ainsi, I'inhibition de
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la production d’ AFB1 pourrait étre attribuée a |’ inhibition du catabolisme glucidique chez I A.
flavus en agissant sur certaines enzymes afin de diminuer sa capacité de production d’ AFB1
(Tatsadjieu et al., 2009; Tian et al., 2012). Le mécanisme d'inhibition de la production
d' AFB1 n'est pas tres clair selon ces auteurs. Les HEs pourrait interférer avec certaines
étapes des voies métaboliques de I’ A. flavus, qui contrélent la biosynthése de I’ AFB1; mais la
détermination du mécanisme exact de la suppression de I’ AFB1 par ces HES nécessite d’ autres
investigations.

I11. 6.3. Fungitoxicités des huiles essentielles

L’ activité antifongique in vitro des HEs a été aussi estimee vis-a-vis de quelques
moisissures alimentaires. Lors de cette étude, les tests ont été aussi réalisés par les techniques
de microdilution et sur milieu pour estimer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) et
concentrations minimales fongicides (CMF). Les résultats du spectre fungitoxique des HES

testées ont montré une large activité antifongique (Tableau XX, XXI et XXI1).

L’HE de C. limon a exercé des activités contre la plupart de moisissures testées; les
valeurs de CMI variant entre 0,75 mg/ml et 1,75 mg/ml. Parmi les moisissures, Fusarium sp.
et Rhizopus sp. éaient les plus résistants. Concernant I'HE de C. sinenesis, les résultats ont
démontré que les souches A. fumigatus, A. niger e A. tamari étaient assez sensibles avec une
concentration de 1,50 mg/ml. Contrairement aux souches d’A. carbonarus, A. ochracus, A.
terreus, Fusarium sp. Penicillium sp. et Rhizopus sp. qui ont montré de faibles activités (CMI:
1,75-2,00 mg/ml).

Les valeurs CMI pour toutes les moisissures testées se sont situées entre 1,50 mg/ml
et 2,00 mg/ml. L’HE de C. cyminum ainhibé la croissance de la plupart de moisissures avec
des concentrations assez uniformes comprises entre 0,50 mg/ml et 1,75 mg/ml et, avec une
activité antifongique bonne a faible. A. carbonarus, Fusarium sp et Rhizopus sp., sont les
moisissures qui ont montré plus de résistance a cette huile alors que A. niger est parmi les plus
sensibles. Une activité bonne a faible dans I'inhibition de la croissance des mycéliums de
toutes les moisissures testées a été aussi enregistrée pour I'huile de C. sativum (CMI:

0,50-2,00 mg/ml). A. niger est lamoisissure la plus sensible a cette huile.

La croissance de mycdlium des moisissures a éé complétement inhibée par I'huile de L.
nobilis aux concentrations variant entre 1,00 mg/ml et 1,91 mg/ml. Les valeurs les plus

elevées de CMI ont éé enregistrées contre Fusarium sp., il a falu 1,91 mg/ml pour
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I’inhibition totale de sa croissance. Les valeurs de CMI pour I'HE de T. capitatus contre la
plupart de moisissures testés ont éé enregistrées entre 0,91 mg/ml et 1,75 mg/ml. A.
fumigatus, A. terreus et Penicillium sp. sont les plus sensibles a cette HE avec une
uniformité similaire dans les valeurs de CMI (0,91 mg/ml). Paralléement avec I’ obtention de
CMI, les CMF ont été déterminées pour toutes les huiles vis-a-vis toutes les moisissures
testées (Tableau XX, XXI et XXII). Les valeurs sont trés proches de la valeur de CMI,
suggérant une activité fongicide des huiles testées.

Tableau XX. Spectre fongitoxique desHEs de C. sinensis et C. limon.

Moisissures CMI (mg/ml) CMF (mg/ml)

C. limon C. sinensis C. limon C. sinensis

A. carbonarus | 1,00+ 0,00 1,75+ 0,25 1,25+ 0,50 > 2,00
A. fumigatus | 1,00+ 0,43 1,50 + 0,00 1,50+ 0,25 1,75+ 0,00
A. niger 1,50 + 0,00 1,50+ 0,14 1,75+ 0,00 2,00 £ 0,00

A.ochracus | 1,50+ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00 + 0,00 > 2,00
A. tamari 1,25+ 0,25 1,50+ 0,72 1,75+ 0,00 1,75+ 0,00
A. terreus 0,75+ 0,25 1,75+ 0,00 1,00+ 0,25 1,75+ 0,43

Fusariumsp. | 1,75+ 0,00 1,75+ 0,00 2,00 £ 0,00 >2,00

Penicilliumsp. | 1,50 £ 0,43 1,75+ 0,00 1,75+ 0,00 >2,00

Rhizopussp. | 1,75+ 0,00 2,00 £ 0,00 > 2,00 > 2,00

Tableau XXI. Spectre fongitoxique desHEs de C. cyminum et C. sativum.

Moisissures CMI (mg/ml) CMF (mg/ml)

C. cyminum C. sativum C. cyminum C. sativum
A. carbonarus 1,75+ 0,25 1,50+ 0,25 > 2,00 >2,00
A. fumigatus 1,00+ 0,75 1,00 £ 0,90 1,58 £ 0,28 1,75+ 0,25
A. niger 0,50 + 0,25 0,50+ 0,43 1,25+ 0,00 1,50+ 0,25
A. ochracus 1,00 £ 0,00 1,25+ 0,50 1,58+ 0,14 2,00+ 0,00
A. tamari 1,00 £ 0,50 1,0+ 0,00 1,50 £ 0,00 1,75+ 0,00
A. terreus 1,00 £ 0,25 1,25+ 0,00 1,25+ 0,00 2,00 + 0,00
Fusarium sp. 1,50+ 0,43 1,75+ 0,43 2,00 = 0,00 > 2,00
Penicillium sp. 1,25+ 0,25 1,0+ 0,25 1,75+ 0,00 1,25+ 0,00
Rhizopus sp. 1,58 £ 0,38 2,00 £ 0,00 > 2,00 >2,00
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Tableau XXI1. Spectre fongitoxique des HEs de L. nobilis et T. capitatus.

moisissures CMI (mg/ml) CMF (mg/ml)
L. nobilis T. capitatus L. nobilis T. capitatus

A. carbonarus 1,58 + 0,14 1,25+ 0,25 1,58 + 0,38 1,41+ 0,38
A. fumigatus 1,00 £ 0,25 0,91+ 0,38 1,41+£0,14 1,25+ 0,25
A. niger 1,50+ 0,25 1,08+ 0,38 > 2,00 1,25+ 0,50
A. ochracus 1,33+0,14 1,16 + 0,38 1,66 + 0,28 1,33+ 0,62
A. tamari 1,25+ 0,00 1,00 £ 0,25 1,25+ 0,25 1,33+0,14
A. terreus 1,16 £ 0,28 0,91 + 0,52 1,25+ 0,5 1,25+ 0,25
Fusarium sp. 1,91+0,14 1,41+ 0,38 > 2,00 1,83+0,14
Penicillium sp. 1,08+ 0,14 0,91+0,28 1,25+ 0,25 1,25+ 0,25
Rhizopus sp. 1,58+ 0,38 1,75+ 0,25 > 2,00 2,00+ 0,00

Beaucoup de chercheurs ont confirmé la présence d’ une activité antifongique chez les
HEs. De méme, nos résultats ont prouvé |’ existence de cette activité et indiquent que nos HES
ont une activité antifongique intéressante contre une large gamme d espéces fongiques
testées. L'HE de S. jambos a présenté une activité fongistatique contre un large spectre de
moisissures. Les CMI enregistrées ont été de I’ordre 0,3 pl/ml pour A. niger, A. luchuensis,
A. conicus et Penicillium sp. et 0,4 ul/ml pour A. terreus, A. wentii, A. tamari et P. expansum
et 0,3 ul/ml pour A. fumigatus et F. oxysporum (Mishraet al., 2012).

Zabka et al. (2009) ont rapporté que les HES obtenues a partir de Carum carvi,
Cymbopogon nardus, Pelargonium roseum, Pimenta dioica et T. vulgaris étaient efficaces
contre la croissance des espéces fongiques cibles F. oxysporum, F. verticillioides, P.
expansum, P. brevicompactum et A. fumigatus. Dans une autre étude, I'huile de C.
ambrosioides a montré un fort pouvoir d'inhibition envers la croissance d'A. fumigatus,
Botryodiplodia theobromae, F. oxysporum, Phythium debaryanum et Sclerotium rolfsii
(Kumar et al., 2007). L’HE de Peumus boldus a montré une bonne activité contre A. niger et

Fusarium spp. (Souzaet al., 2005).

Viuda-Martos et al. (2008) ont montré |’ efficacité des HEs de C. limon, C. sinensis, C.
reticulata et C. paradis sur la croissance de P. chrysogenum, P. verrucosum et A. niger.
L’inhibition de I’A. niger a été obtenue a 0,94% de toutes les HES ont été utilisées. La
réduction maximal e de croissance de P. chrysogenum et de P. verrucosum a été observée avec

I’HE de pamplemousse.
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Une forte capacité antifongique de I'HE de feuille de cannelle a été démontrée par
Singh et al. (2007) sur A. niger, F. moniliforme, F. graminearum, P. citrinum et P.

viridicatum

Deba et al. (2008) ont testé les activités fongitoxiques des HES de fleurs de Bidens
pilosa (une plante largement distribuée dans les régions subtropicales et tropicales du monde)
contre Fusarium spp. Ils ont constaté que Fusarium solani est |’ espéce la plus efficace, suivie
de F. oxysporum. Naeini et al. (2010) ont observé une grande sensibilités des Fusarium aux
HEs d herbes longtemps été utilisés comme épices ou sources médicinales importantes en
Iran, en mettant |’ accent sur la variabilité des effets antifongiques contre différents isolats de
Fusarium. L’ activité anti-Fusarium la plus élevée a été observée avec I’ HE de C. cyminum et
Zataria multiflora contre les espéces non toxigénes (F. solani et F. oxysporum) et celles
toxigenes (F. verticillioides, F. poae et F. equiseti).

Prakash et al. (2012) ont évalué I’ activité antifongique des HEs d'O. majorana, C.
sativum, H. spicatum, C. myrrha et C. odorata. Elles se sont montrées actives contre A.
niger, A. candidus, A. terreus, A. fumigatus, Alternaria alternata, Cladosporium

cladosporioides, F. nivale et P. italicum.

La plupart de moisissures ont montré une certaine sensibilité aux différents
traitements; une inhibition compléte a été enregistrée avec des concentrations alant entre 1,5
a3,5 ul/ml. Tzortzakis (2009) a signaé que I'HE de la C. zeylanicum a montré une activité
fongistatique considérable contre Rhizopus stolonifer et A. niger. Passone et al. (2012) ont
montré a leur tour que I’'HE Peumus bolidus (1000 pl/l) a provogué une inhibition compl éte
de la croissance d'A. niger et A. carbonarius alors que la croissance mycélienne a
complétement été inhibée par I'HE de S aromaticum a une concentration de 5000 pl/l. Dans
une étude sur |’activité antifongique des HEs de C. maxima et C. sinensis testées a une
concentration de 750 ppm, une forte inhibition a été observée vis-a-vis de neuf (09)
moisissures: A. fumigatus, A. niger, A. terreus, A. alternata, Cladosporium herbarum,
Curvularia lunata, F. oxysporum, Helminthosporium oryzae et Trichoderma viride (Singh et
al., 2010). LesHEsde Eugenia caryophyllata, T. vulgaris, T. capitatus ont été testées contre
guatre souches fongiques A. oryzae, A. brasiliensis, F.culmorum, F. graminearum. Les
résultats ont montré un large spectre d’inhibition exercé par |I"huile de T. capitatus avec une

CMI de 1000 ppm. Il a é&é indiqué que les HEs d'E. caryophyllata et T. vulgaris éaient plus
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actives pour une CMI de 1500 ppm contre plusieurs souches fongiques (Dobre et Niculi,
2012).

Dans notre éude, la fungitoxicité des HEs ont éé principalement testées sur des
Aspergillus parcequ’ ils sont capables de provoquer des dégéts importants, notamment ceux
liés aux contaminations des denrées alimentaires, ils sont capables de coloniser de nombreux
produits d’origine végétale et de produire des mycotoxines (Scheidegger et Payne, 2003).
Parmi les mycotoxines produites par ce genre fongique, les aflatoxines, les ochratoxines et la
patuline. Nous les avons aussi testées contre Fusarium et Penicillium car ils peuvent aussi
produire des mycotoxines telles que zearalénone, citrinine, ochratoxine A, fumonisine,
patuline et deoxynivalénol. Ces moisissures mycotoxinogenes devraient faire I’objet de
moyens de lutte en utilisant les HEs; cela suggere que ces derniéeres peuvent présenter une
aternative avec un large spectre d application dans e contréle biologique et lalutte contre les

MOi Si Ssures mycotoxinogenes.

1. 7. Activité antioxydante des huiles essentielles

Les antioxydants sont connus comme des molécules capables d’inhiber le processus
d’ oxydation. L’utilisation de certains antioxydants synthétiques cause des dommages
hépatiques et de toxicité. En conséquence, les antioxydants naturels ont attiré plus d’ attention
de nos jours car ils ont une toxicité potentielle minimale et posent un risque minime. Deux
méthodes différentes ont été utilisées pour évaluer |’ activité antioxydante des HEs: |’ activité

de piégeage des radicaux DPPH et le blanchiment de |’ acide -caroténe/acide linolé que.

[11.7.1. Evaluation del’ activité antioxydante par la méthode du DPPH

L’ activité antioxydante des HEs de C. limon, C. sinensis, C. cyminum, C. sativum,
L. nobilis et T. capitatus a éé évauée par le test DPPH, exprimé en ICso, L'ICso est
inversement liée a la capacité antioxydante d'un composeé ou d'une HE, car il exprime la
guantité d’ antioxydant nécessaire pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus
la valeur d’'ICso est basse, plus I’ activité antioxydante est grande (performance supérieure).
Les ICsp ont été calculées a partir des graphes par extrapolation (Annexes I 11) et les résultats
de cette activité figurent dansle Tableau XXII1.
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Les HEs de C. cyminum, L. nobilis et T. capitatus étaient les plus actives et pouvaient
ramener le radical libre stable 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) violet en diphenyl-
picrylhydrazine jaune avec des |Cso de 494,93 pg /ml £ 8,82, de 601,81 ug /ml mg/ml £+ 5,78
et 619,16 ug /ml £ 3,94, respectivement. Les HEs de C. sinensis, C. sativum et C. limon
étaient les moins actives avec des 1Cso respectifs de 752,26 + 6,09, de 756,43 + 12,63 et
1570,10 + 19,57.

L’ activité antioxydant par la méme méthode a été mesurée pour le BHT (antioxydant
de référence). Ce dernier a manifesté un pouvoir antioxydant tres puissant sur le radical libre
DPPH, justifié par la faible valeur 1Cso obtenue (306,15 pg/ml). A la lumiére des résultats
obtenus, I’ activité antioxydante de BHT est trés différente et élevée par rapport aux HEs (p <
0,05). L’antioxydant de référence est le plus puissant piégeur du radical libre DPPH d' apres
I"analyse statistique, cela n’ empéche pas qu’un certain nombre d’'HEs sont trés actifs et sont
aussi d'excellents piégeurs aprés le BHT vue les vaeurs ICso trés basses obtenues
expérimentalement. Ces résultats suggérent que nos HES contiennent des agents piégeurs de
radicaux libres agissant comme antioxydants primaires. L’action de ces antioxydants est
supposée étre due a leur capacité de donation d’ atomes d’ hydrogene ou d’ électrons (Lee et
al., 2007).

Tableau XXI11. Résultats de I’ activité antioxydante.

HEs [ Cso (ng/ml) p-carotéene/acide
linoléique (%)
C. limon 1570,10 £ 19,57 36,19 + 0,64
C. sinensis 752,26 + 6,09 55,56 + 0,64
C. cyminum 494,93 + 8,82 47,68 + 0,68
C. sativum 756,43 + 12,63 29,29+ 1,19
L. nobilis 601,81 + 5,78 45,48 + 1,36
T. capitatus 619,16 £ 3,94 65,55 + 0,87
Témoin: BHT 306,15 + 4,49 94,77 £ 1,61

Les différents travaux concernant I’ évaluation de la capacité des HEs de C. limon, C.
sinensis, C.cyminum, C. sativum, L. nobilis et T. capitatus de piéger leradical DPPHe ont
fourni des résultats différents qui varient d'un écotype a un autre. L’étude de Jazet Dondmo
et al. (2008) arevélé que I'HE de C. sinensis var. Casagrande Caméronien était capable de
piéger le radical DPPHe avec une ICso de |’ordre de 7,40 g/l, adors que I'HE de C. sinensis
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var. Osbeck de I'Inde a présenté une ICso de 9,45 ng/ml (Singh et al ., 2010). Par ailleurs,
Jazet Dongmo et al. (2013), Ben Hsouna et al. (2017) ont établi que I'HE de C. limon var.
Eureka exerce un effet antiradicalaire a des concentrations de 3,12 mg/ml et 15,05 pg/ml,
respectivement. Ramy et al. (2010) ont observé que les HEs de C. cyminum et de C. sativum
ont présenté une ICso de 72,3 et 74,05 ng/ml. Kedia et al. (2014) ont rapporté une valeur de
0,092 pl/ml concernant I’'HE de C. cyminum. D’ aprés Mkaddem et al. (2010) et Tabti et al.
(2014), I'HE de T. capitatus a montré une 1Cso de 0,59 mg/l et 102 pl/ml, respectivement.
Concernant I'HE de L. nobilis, Cherrat et al. (2014) ont trouvé que I'HE du laurier marocain
avait une activité de piégeage DPPH efficace et, a de faibles concentrations (1,25 pl/ml).
Snuossi et al. (2016) ont indiqué que L. nobilis récolté en Tunisie a présenté une activité
antioxydante efficace mais a une concentration plus élevée (135 ug/ml). Boughendjioua
(2017) a rapporté que I'HE du laurier Algérien possede une activité de piégeage DPPH
efficace de I’ordre de 94,93 mg/ml et selon Yilmaz et al., (2013), I'HE de laurier turque a
donné une ICsp de 59,2 pg/ml.

Cesdifférences dans |’ ICso peuvent étre attribuées a la différence dans la concentration
de DPPHe utilisée dans le test d’une part (Sharma et Bhat, 2009) et d’ autre part a |’ influence
des autres facteurs qui peuvent affecter la composition chimique et par conséquence la
capacité antioxydante des échantillons, comme la variété, les conditions de la croissance de la
plante, les conditions du stockage des HES et les méthodes d’ extraction pratiquées (Mastelic
et al., 2008).

De nombreuses études ont montré que les activités biologiques des HES des plantes
aromatiques sont liées a leur composition chimique et notamment aux composés majoritaires.
Cependant, des composés minoritaires peuvent interagir directement, ou dune fagon
synergique ou antagoniste, pour créer un mélange doté d'activité biologique. Plusieurs
COMPOSES que nous avons détectés dans les HES ont déja été décrits comme antioxydants. |1
S agit notamment du limonéne, a-pinene, B-pinene et myrcene et géraniol (Inouye et a.,2001;
Singh et al., 2010; Jing et al., 2014), terpene-4-ol (Lertsatitthanakorn et al., 2006), linalol
(Houghton, 2004), camphor (Bozin et al., 2007), y-terpinene et thymol (Ruberto et Baratta,
2000), cuminaldehyde (Chen et al., 2013) et 1,8-cinéole (Wang et al., 2008). Il semble
d’ aprés ces résultats que I'activité antioxydante des HEs peut étre due a la présence de

différentes mol écules.
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[11.7.2. Evaluation de I'activité antioxydante par la méthode du p-caroténe/acide

linoléique

La dégradation par les phénomenes oxydatifs des lipides (peroxydation lipidique) a été
largement étudiée dans les systemes alimentaires. Un des mécanismes les plus connus est
celui des acides gras insaturés, notamment |I’acide linoléque (Moon et Shibamoto, 2009).
Dans ce contexte, pour étudier I’ activité antioxydante de nos HEs, la méthode de blanchiment
du p-caroténe a été utilisée. Dans ce test, I’ oxydation de I’ acide linol é que génére des radicaux
peroxydes, suite a |’ abstraction des atomes d’ hydrogenes a partir de groupements méthylenes
dialyliques de I’ acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite, oxyder le g-caroténe
hautement insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge. Cependant, la présence
d’ un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés de I’ acide linoléque et donc
prévenir |’oxydation et le blanchiment du p-carotene (Kulisic et al., 2004; Conforti et al.,
2006). C'est cette propriété de décoloration que nous avons employé pour |’ évaluation de

I activité antioxydante de nos HEs.

A la lumiére des tests DPPH, la méhode g-caroténe/acide linoléique a donné de
résultats différents (p < 0.05). Selon ce test, I'activité antioxydante la plus élevée a été
associée al’HE de T. capitatus (65,55%) suivie par I’'HE de C. sinensis (55,56%), C. cyminum
(47,68%) et L. nobilis (45,48%) (Tableau 23). Cependant, I’HE de C. limon est moins active
(36,19%) tout comme I'HE de C. sativum, (29,29%). Toutes ces activités restent
significativement (p < 0,05) inférieure a celle de BHT qui a donné un pourcentage
d'inhibition de 94,77%.

L’HE de C. sinensis et C. limon se sont avérées étre inhibiteurs de |’ oxydation de
I’acide linoléique. Les études de Kamal et al. (2013) et Ben Hsouna et al. (2017) ont
démontré |’ efficacité de C. sinensis et C. limon a inhiber la dégradation du j-caroténe. En
outre, les HEs de C. cyminum et de C. sativum ont montré une activité antiradicaaire.
Cependant, elles éaient moins efficaces dans le test de blanchissement du pg-carotene.
Gachkar et al. (2007) ont observé que I’ aptitude de C. cyminum a réduire I’ oxydation de
I’ acide linoléique était meilleure que son potentiel antiradicalaire. Une autre éude a prouvé
gue 'HE de C. sativum posséde une faible capacité a inhiber I’oxydation de I'acide
linoléique (Prakash et al., 2012 ). L’HE de L. nobilis, s est avérée moins efficace dans le test
de blanchissement du S-caroténe. Ozcan et al. (2005) ont montré que I'HE de L. nobilis

possede une forte activité antioxydante, nettement supérieure a notre HE. Selon les résultats,
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I’'HE de T. capitatus a manifesté la plus forte aptitude a inhiber la formation des radicaux par
I’ acide linoléique par rapport aux autres HES testées. Nos résultats ont rejoint ceux de M’ hir

et al (2012), qui ont confirmé la bonne performance de |’ HE de T. capitatus.

D’ aprés les résultats obtenus, nos HES testées semblent inhiber I’ oxydation couplée de
I’acide linoléique et du S-carotene par rapport au contréle positif BHT. Ces résultats sont
probablement dus a la haute spécificité de |’essai du blanchissement du S-caroténe pour les

composeés lipophiles (Gachkar et al., 2007).

[11.8. Relation entrel’activité antioxydante et la production d’ Aflatoxine B1

Lorsgu’ils sont exposés a un stress oxydatif environnemental, les moisissures activent
plusieurs lignes de défense afin de se protéger contre les dommages cellulaires que peuvent
induire I’ apparition de ROS. Il a été suggéreé que la premiere ligne de défense est représentée
par I’ activation d’ enzymes anti-oxydantes (catalases (CAT), superoxyde dismutases (SOD),
peroxydases). Les SOD et les CAT sont les enzymes anti-oxydantes majeures. Une
modulation de I’ activité des SOD et des CAT a été directement associée a un changement des
niveaux de ROS mais aussi a une modulation de la production d’ aflatoxines chez A. flavus
(Grintzais et al., 2014). De plus, il a été démontré que la production d’ aflatoxines est induite
par une augmentation du stress oxydatif (ROS) chez A. flavus et A. parasiticus et que les
souches aflatoxinogenes exigent des taux supérieurs d’ oxygene par rapport aux souches non
aflatoxinogeénes (Jayashree et Subramanyam, 2000). Narasaiah et al. (2006) ont rapporté que
les ROS jouent un role vital dans le déclenchement de la production d’ aflatoxine ou de ses
intermédiaires précurseurs. La peroxydation lipidique est la conséguence de la formation de
ROS et s est avérée étre impliquée dans la synthese de I’ afl atoxine. Zjalic et al. (2006) et Kim
et al. (2008) ont montré que la biosynthese des aflatoxines est liée ala formation de ROS et a
la peroxydation des cellules fongiques. D’ un autre coté, Ferreira et al. (2013) ont rapporté que
le mécanisme d'effet d'inhibition de I’'HE de Curcuma longa L. et de la curcumine pour la
production d’ aflatoxines peut étre lié a I’inhibition des étapes ternaires de la biosynthese des
aflatoxines impliquant la peroxydation et |’ oxygénation des lipides. Selon Farag et al. (1989),
la présence des groupes phénoliques pour former les liaisons hydrogene avec les sites actifs
des enzymes cibles est capable daugmente I'activité antimycotoxigéne. Jayashree et
Subramanyam (1999) ont signalé que les composés phénoliques inhibent la production
d aflatoxine sans effet significatif sur la croissance de I’organisme. Hua et al. (1999) ont

montré gque les composés phénoliques présentent une activité inhibitrice sur la biosynthése de
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I’AFB; par A. flavus. IIs ont montré une capacité de constituants phénoliques a inhiber la
peroxydation lipidiqgue. En outre, Il a éé démontré que I'activité anti-toxinogéne des
composés phénoliques, constituants, entre autres, des HESs, est associée a une inhibition de
I’activité de MnSOD (ou Sod2), une SOD mitochondriale qui a pour réle de détoxifier des
radicaux libres générés au cours de cette respiration (Kim et al., 2006, 2004). Ce phénoméne
entraine I’inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale et, par la suite, le blocage de la
synthése d’ acétyl-CoA, précurseur de I’ aflatoxine. Ceci pourrait donc contribuer al’ effet anti-
aflatoxinogéne observé des HES (Prakash et al., 2012).

Les HEs de C. limon, C. sinensis, C. cyminum, C. sativum, L. nobilis et T.
capitatus ont montré une activité antioxydante significative (p < 0,05). Par conséquent, la
haute efficacité inhibitrice de I’AFB:1 de ces HEs peut étre due a leurs propriétés
antioxydantes en se liant al’inhibition de la peroxydation et de I’ oxygénation des lipides dans
le processus de biosynthése de I’ AFB1, En raison de I’ efficacité anti-aflatoxigene ainsi que
antioxydante, ces HES peuvent protéger les matieres premieres a base de plantes de la
contamination par I'AFB1 et peuvent également améliorer leur qualité en empéchant la
conversion de leurs métabolites secondaires actifs aux composants moins efficaces en raison

du stress oxydatif.

[11. 9. Phytotoxicité des huiles essentielles

La phytotoxicité de nos HEs a été évauée pour déterminer leur effet sur la
germination et la croissance des semis de blé tendre d'AS 81189 A (variété Ain Abid) et
d' HD 1220 (variété Hiddab) (Tableau XXIV).

[11.9.1. Effet sur la germination

Les résultats concernant les traitements des graines de blé des deux variétés par les
HESs sur le taux de germination sont présentés dans le Tableau XX1V. Nous avons observé
gue les HEs de C. limon, de C. sinensis, de C. cyminum, de C. sativum et de T. capitatus
n’ ont montré aucun effet significatif sur la germination des graines de HD1220 (Hiddab) et
d AS 81189 A (Ain Abid) par rapport au témoin non traité (p > 0,05). D’un autre coté, le
taux de germination des graines de blé des deux variétés traitées avec I'HE de L. nobilis est
significativement différent de celui du témoin (p < 0,05), ce qui a engendré un effet néfaste

sur lagermination des graines de blé (Annexe ).
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[11.9.2. Effet sur lalongueur delaradiculeet dela tigelle

LesHEsdeC. limon et C. sinensis, n’ont pas affecté significativement la longueur de
la radicule et de la tigelle des deux variétés de blé en comparaison avec les témoins (p >
0,05). Les tests de I'effet des HEs de C. cyminum et de C. sativum, que nous avons
effectués sur les deux variétés montrent les tigelles et les radicules de la variété Ain Abid
sont plus affectées par la présence de I’HE de C. sativum (p < 0,05).

La longueur des radicules et des tigelles des graines d’ Ain Abid traitées avec I’ HE de
T. capitatus a été diminuée, mais I’ effet de cette HE sur la longueur des radicules et des
plumules des graines de Hiddab par la méme huile était plus élevée (p < 0,05). Les effets
phytotoxiques de I'HE de T. capitatus sur la croissance des semis HD1220 (Hiddab)
pourraient s expliquer par la présence du composé phénolique (thymol). Paster et al. (1995),
ont signalé que le traitement par le thymol peut réduire la germination des graines de blé.
Angdlini et al. (2003) ont révélé gue le thymol possede un fort effet sur la croissance des
plantules. L’ HE de L. nobilis amontré un effet inhibiteur élevé sur les radicules et lestigelles
de deux variétés de blé (p < 0,05). Cet effet est supérieur a celui des autres HES testées dans
cette étude.

Bien que le mécanisme herbicide de I'HE n’a pas éé éudié dans la présente étude,
il est bien connu que les monoterpenes dans les HES ont des effets phytotoxiques qui peuvent
causer des changements anatomiques et physiologiques dans les semis de la plante,
conduisant a I’accumulation de globules lipidiques dans le cytoplasme, réduction de certains
organites tels que les mitochondries, éventuellement en raison de I'inhibition de la synthése
de I’ADN ou de la perturbation les membranes entourant les mitochondries et les noyaux
(Koitabashi et al., 1997; Zunino et Zygadlo, 2004; Nishida et al., 2005). Kordali et al. (2008)
ont rapporté que les HEs constituées de nombreux composants majeurs et d’ autres composes

mineurs peuvent affecter |’ activité phytotoxique.

De nombreux auteurs ont éudié la phytotoxicité de certains HEs. Cinq plantes (O.
majorana, C. sativum, H. spicatum, C. myrrha, et C. odorata) ont éé testées pour leur
phytotoxicité sur le pois chiche €, ils ont été jugés non phytotoxiques (Prakash et al., 2012).
Shukla et a. (2012) ont testé I effet de I’'HE de Callistemon lanceolatus et de son composant
majeur le 1, 8-cinéole sur la germination des grains de pois chiches. Ces auteurs ont noté qu’il

nN'y avait pas deffet indésirable, suggérant leur nature non-phytotoxique. Des résultats
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similaires ont été obtenus par Kedia et al. (2014), qui ont rapporté que I'HE du cumin n'a

révél é aucun effet phytotoxique sur la germination des graines de blé et de pois chiche.

Au cours du test phytotoxique, les HEs (sauf L. nobilis) n’ont pas présenté un effet
néfaste sur les grains de blé montrant leur caractére non phytotoxique pour le traitement des
denrées aimentaires stockées méme a des fins de semis. L huile de L. nobilis peut seulement
étre recommandée pour les produits alimentaires stockés a des fins de consommation.

Cependant, le profil de sécurité des huiles doit étre enregistré.
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Tableau XX1V. Effet des HES sur la germination et |a croissance des grains de blé.

Echantillons Taux de Croissance des grains (mm)
germination (%) Radicule Tigelle

HD1220 (Hiddab)
- C. limon 80,00 + 4,00 52,66 + 3,92 43,70+ 1,70
- C. sinensis 77,33+ 3,05 4550+ 1,81 38,50 + 2,50
- C. cyminum 82,00 £ 2,00 58,53 + 1,09 46,50 + 0,26
-C. sativum 78,66 £ 4,16 58,03 + 2,74 50,00 + 2,68
- T. capitatus 87,33+ 5,03 27,93+ 2,93 18,76 + 2,87
- L. nobilis 60,00 + 6,00 21,40+ 2,62 14,60 + 2,10
- Témoin 92,66 + 3,05 67,7+ 2,98 57,83+ 1,30
AS 81189 A (Ain
Abid)
- C. limon 72,66 + 3,05 60,06 + 4,24 52,96 + 6,16
- C. sinensis 71,33+ 3,05 59,73 + 2,07 49,03 £ 2,25
-C. cyminum 83,33+ 4,16 53,03+ 2,03 45,40 £ 2,51
-C. sativum 85,33+ 5,05 37,53+ 2,40 22,00+ 1,83
- T. capitatus 87,33+ 4,16 58,40 + 0,80 44,30+ 0,70
- L. nobilis 59,33 + 3,05 18,53+ 1,13 9,00 £ 0,85
-Témoin 90,66 + 4,16 69,4 + 2,98 60,30 £ 4,59

[11. 10. Essai in vivo: Fumigation des huiles essentielles sur des aliments (bl€)

Les résultats des essais in vivo dans le systéme alimentaire sont basés sur le
pourcentage de protection du blé contre A. flavus E73 dans les traitements non inoculés et
inoculés. Les HEs ont montré une efficacité remarquable dans les échantillons de blé fumigés
pendant |e stockage jusqu’a 6 mois fournissant jusqu’ a > 75% de protection des graines de blé
fumigées de la contamination par A. flavus E73 (Tableau XXV).
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Tableau XXV. Protection des grains (%) de blés traités avec les HES aprés 6 mois de

stockage.
HEs Concentration (mg/ml) | Le  nombre  total | Protection (%)
d’isolatsd’A. flavus
Témoin | Traitements
HD1220 (Hiddab)
- C. limon 1,75 43 12 72,09
- C. ginensis 2,00 43 18 58,13
- C. cyminum 1,25 43 14 67,64
-C. sativum 1,50 43 17 60,46
- L. nobilis 1,75 43 10 76,74
- T. capitatus 1,00 43 7 83,72
AS 81189 A (Ain
Abid
- C. limon 1,75 33 11 66,66
- C. sinensis 2,00 33 15 54,54
- C. cyminum 1,25 33 8 75,75
-C. sativum 1,50 33 13 60,60
- L. nobilis 1,75 33 16 51,51
- T. capitatus 1,00 33 10 69,69

En général, pour obtenir le méme effet dans les produits alimentaires que ceux
observés dans les essais in vitro, des concentrations plus é evées des HEs doivent étre utilisées
comme ils I’ont dga rapporté certains auteurs (Tian et al., 2011; Djenane et al., 2012; El-
Mogy et Alsanius, 2012; Kedia et al., 2014; Prakash et al., 2014; Djenane et al., 2018,2019).
Cela pourrit étre expliqué par le fait que lorsque les HES sont en contact avec la matrice
alimentaire, hautement hydrophobe, les substances volatiles actives de I huile seront liées par
des composants alimentaires (glucides, lipides et protéines), les autres composants sont
répartis dans le produit selon leur affinité avec I’eau. Si ¢'est le cas, la saveur indésirable et
sensorielle des changements peuvent survenir. Il a éé suggéré que les lipides dans les
aliments pourraient former un revétement autour du micro-organisme, en les protégeant
d’ agents antimicrobiens. En outre, la plus faible teneur en eau dans les aliments par rapport
aux milieux de laboratoire pourrait entraver le transfert des molécules antimicrobiennes au
site actif dans la cellule microbienne. Le taux d’humidité joue un réle important pendant le
traitement. Paster et al. (1995), ont supposé que la pénétration des huiles dans les parties
internes du grain pourrait étre améliorée en présence de I’ eau, et donc des microorganismes
pathogénes pourraient plus facilement étre controlés dans les parties intérieures des grains

moites. Par consequent, la nature du systeme alimentaire, la densité de I’inoculum fongique,
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les conditions de stockage et leur teneur en humidité doivent étre pris en compte lors de la
prescription de la concentration in vivo des HES contre la contamination alimentaire par des

MoiSissures.

D’ aprés prakash et al. (2012), les conservateurs organiques répandus pourraient
montrer seulement I’activité antioxydante et éant tres faible en tant gu'inhibiteur de
croissance fongique et suppresseur d’ aflatoxine. En outre, il existe également des rapports sur
I’améioration de la sécrétion de I’ aflatoxine par de nombreux conservateurs synthétiques
(Badii et Moss, 1988). Les HEs devraient étre plus avantageuses que les produits
synthétiques conservateurs en raison de leur nature biodégradable. Les HES sont un mélange
de différents composants majeurs et mineurs qui agissent ensemble pour leurs activités
biologiques. Pour cette raison, il y aurait moins de chance de développement de souches
fongiques résistantes comme il été rapporté pour le cas de nombreux conservateurs
synthétiques (Ishii, 2006). Actuellement, de nombreuses formulations d’ HEs commercialisées
pourraient ainsi étre utilisées dans les cultures agricoles selon le cahier des charges de
«’Agriculture Biologique» tels Sporan™ (Huile de romarin), Promox™ (Thym), Base
naturelle DMC (romarin, sauge, combinaison d huile de citrus) et Citri-V™® (combinaison
d’huile de citrus) (Shukla et al., 2009; Phillips et al., 2012), E-Rase™ (HE de jojoba),
Sporan™ (HE de romarin), Promax™ (HE de thym) (Dayan et al., 2009), Cinnamite™ et
Valero™ (HE de cannelle) (Isman, 2000), Taent® (a base de carvone, HE de cumin ou

d’ aneth) et eugenol-Tween® (Prakash et al., 2015).

Les HEs sont volatiles, les vapeurs peuvent facilement étre éliminées des aliments
fumigés aprés séchage au soleil. A cet égard, la technologie de microencapsulation est
employée pour utiliser les HEs comme antimicrobiens pour la conservation des denrées
alimentaires stockées et dans I'industrie alimentaire pour la stabilisation de la saveur avec

libération contrdlée des vapeurs (Burt, 2004; Donsi €t al., 2011).

Les HEs des plantes aromatiques et médicinales sont potentiellement utiles comme
agents antimicrobiens et leur utilisation comme les médicaments sont reconnus depuis
longtemps (Kim et al., 2005). L’ attraction de la société moderne vers les produits a base de
plantes désirant des ingrédients moins synthétiques dans les aliments et la recommandation
gue ces produits a base de plantes sont GRAS en tant gqu additifs alimentaires pour
I’ exploitation des HEs comme additifs alimentaires (Smid et Gorris, 1999).
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Les conclusions de la présente étude justifient des recherches futures pour
I"application de ces HEs a grande échelle comme fumigants dans les systemes aimentaires
pour améliorer leur durée de conservation en contrdlant leurs pertes de contamination des

moisissures et peroxydation lipidique.
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L’ objectifs principal de ce travail de thése était de tester des HES de six plantes locales
(C. limon, C. sinensis, C. cyminum, C. sativum, L. nobilis et T. capitatus) pour leur capacité
ainhiber lacroissance d’ A. flavus et la production d’ AFB1. En effet, cinquante cing ans apres
sa découverte, la présence de I’AFB; dans la chaine alimentaire est toujours un sujet
d’ actualité et ce compose reste un contaminant majeur de par satoxicité. Plusieurs stratégies
de lutte ont été développées pour contrer le développement des souches aflatoxinogenes e,
par la suite, la production d aflatoxines. Ces méthodes sont surtout reposées sur une lutte

chimique dont I’ efficacité est de plus en plus limitée et controversée.

Cette éude a porté dans un premier temps sur |'extraction des HEs par
hydrodistillation, caractérisation physico-chimique et analyse de la composition chimique de
ces huiles par CG/SM. Dans un deuxieme temps, la recherche d’activité biologique et les
potentialités que peuvent avoir ces HEs in vitro, a savoir les capacités antifongique,
antiaflatoxinogene et antioxydante. Ensuite, éude in vivo de I’ effet des vapeurs des HEs sur le
substrat.

Sur le plan chimique, les HEs ont montré une composition variée, ou le limonene
était le composé majortaire dans les HES de C. sinensis (82,6%) et C. limon (54,95%). Les
HEs de C. cyminum et C. sativum ont éé dominées par le cuminaldéhyde (65,98%) et le
linalol (78,86%), respectivement. Le 1,8-cinéole (35,54%) était le composé le plus dominant
dansI'HE de L. nobilis, alors que celle de T. capitatus a été caractérisée par prédominance
de deux composants, le thymol (25,82%) et le linalol (23,40%). Les résultats de cette éude
ont montré clairement que les HES étaient capables d’inhiber la croissance de la souche
aflatoxinogéne (A. flavus). Cette inhibition se situe entre 4,96% et 100%. De plus, les
potentialités de toutes ces HES ne se limitent pas seulement a une action antifongique mais
elles exercent aussi une action antiaflatoxinogene. En effet, un maximum de réduction de
I’ AFB1 a été observé (95,00%).

Les résultats du spectre fungitoxique contre neuf moisissures A. carbonarus, A.
fumigatus, A. niger, A. ochracus, A. tamari, A. terreus, Fusarium sp., Penicillium sp. et

Rhizipus sp. ont montré une large activité antifongique des HES testées.

L’ activité antioxydante des HEs a été évaluée en utilisant les méthodes suivantes : la
méthode de DPPH et la méthode du S-carotene/acide linoléique. Généralement, ces HEs ont
présenté une activité antioxydante. Elle était cependant inférieure par comparaison a

I" antioxydant de référence (BHT).
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Le stress oxydatif est signaé comme |I'un des causes de |’augmentation de la
production I’ AFB1 par des souches toxigenes d’ Aspergillus sp. Par conséquent, hous pouvons
conclure que la haute efficacité inhibitrice de I’ AFB1 par les six HEs est due a leur nature

anioxydative.

Aucun effet indésirable suite aux différents traitements par les HEs (sauf pour L.
nobilis L.) n'a été observe sur la germination des graines de blé de HD1220 (Hiddab) et ' AS
81189 A (Ain Abid), suggérant la nature non-phytotoxique de ces HEs. Les tests in vivo ont
révélé que les HEs ont montré une efficacité remarquable chez le blé fumigé stocké,
fournissant une protection > 75% des graines de blé de HD1220 (Hiddab) et d'AS 81189 A
(Ain Abid).

En ce qui concerne les perspectives qui découlent de ce travail, elles sont de trois
natures: Tout d abord, étudier |’ activité antifongique et antiaflatoxinogene non seulement des
HEs utilisées séparément, mais également en méange, permettant ainsi une probable

synergie.

La technique de micro-encapsulation des composés bioactifs pourrait représenter une
perspective intéressante a notre étude. Les microcapsules pourraient permettre le maintien de
la stabilité des molécules actives et leur dispersion facile dans la denrée traitée. La nature
chimique des principes actifs identifiés sera un point clé dans le choix de la matiére enrobante
ains gue dans la nature physico-chimique ou mécanique du procédé utilisé pour la micro-

encapsul ation.
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Compositions des milieux de culture

Milieu PDA (Pommedeterre, Dextrose, Agar)
POMMEAEIEITE ... e e a2 200 0

T o1 209
pH=5,6+0,2

Extract deMalt Agar (MEA)

EXtrait de Mall. .. ... 209
o1 220 N o |
00 0 P2 O o |
pH=5,6+0,2

G25N (25% Glycérol Nitrate Agar)
(@920 = Q0] 0= 011 (= Py A N 14

EXtrait del@VUIE. ... .o e e e 3y 1 O
GlYCEIOL ... e e e e e e e e e a2, 2D0

pH=7

Czapek concentré

MOSO4, TH2O .o e e e e e e e e 59
[ SIS @ VT - O 01lg
CU SO4, S H2O et e e e e 0,05¢g

Milieu CYA (Czapek Yeast extract Agar)
S 00 1 01 3049



pH=6,7+0,2

Milieu AFPA

PEPLONE. .. .. e e e 10 O
= L0 (S =Y 209
Citrate d’ ammONiUM FEITEUX ......vue et et s et et e e e e e e e e e e e e nenees 05¢9

ChloramphéniCol ..........ouiie e e e e e 100 mg

Dichloran (2,6 dichloro-4-nitroaniling)...........ccce vt i e e e e, 2mg
pH=6%0,2

Milieu a base d’extrait de noix de coco gélosé (Coconut Agar Medium) (CAM)

N[0 T L= o0 o o PP 100 g

B-cyclodextring (B-CYd) ......ovveieie e e e a3 O
Bal AistiI@E. .. ...t 1000 ml
pH=7

Milieu SMKY

EXIrAIt AEIBVUIE .o e e e e e e e 79
Bal AistilIE. ..ot e 1000 ml
pH=6,8+0,2

Milieu DRBC



AV 0@ T P 0549
ROSEBENGAIE. .. ... et st b e nns 25 mg
Dichloran (2,6 dichloro-4-nitroaniling)...........c.ooo i e 2mg
ChlorampPh@NniCOL.........ooeee e e e e e e e e e e e e 100 mg
= 159

Bal distill.......cvii it e eeneeneenn. L000 M
pH=5,6+0,2

N.B. Tousles milieux sont stérilisés par autoclavage a 120 °C/15 min.
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Tableau 1. Caractéeres macroscopiques et microscopiques des moisissures utilisees

Souche

Aspect macroscopique

Aspect microscopique

A. carbonarius

A. fumigatus

A. niger

A. ochracus

A. tamari

A. terreus.

Fusarium sp.
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Penicillium sp.

Rhizopus sp.

20 e ml

Figure 1. Effet desHEs de C. limon (A) et C. sinensis (B) sur la croissance mycélienne de

I” Aspergillus flavus E73.
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Figure 2. Effet de’HE de C. cyminum (A) et C. sativum (B) sur la croissance mycélienne de
I’ Aspergillus flavus E73.
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Figure 3. Effet de|’HE de L. nobilis (A) et T. capitatus (B) sur la croissance mycélienne de
I’ Aspergillus flavus E73.
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Le residu
dans lml de
chloroforme

Filtration | Extraction d’AFB+ Evaporation et

recuperation

Dépdét  des
échantillons

Développe-
ment  des
plaques

Séchage des
plaques

Absorbance dans un Dissolution dans 3 ml de Localisation des taches
spectrophotomeétre a 360 mm méthanol et centrifugé a d’AFB; sous UV a 363nm
3000z pendant 3 min.

Figure 4. Les étapes de test d’inhibition de la production des AFB;.
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Figure 5. Test préliminaire de germination de deux variétés des graines de bl é:

Germination aprés 8 jours d’ incubation.

Figure 6. Effet des HEs sur lagermination de deux variétés des grainesde blé: A.
HD1220 (Hiddab); B. AS81189 A (Ain Abid).
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Figure 1. Courbe d’ étalonnage des sporesd’ Aspergillus flavus.
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Figure 2. Activité antioxydante desHEs deC. limon et C. sinensis.
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| % du radical libre DPPH
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Figure 3. Activité antioxydante des HEs de C. cyminumet C. sativum.
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Figure 4. Activité antioxydante des HEs de L. nobilis et T. capitatus.
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Tableau |. Lestaux d humidités relatives.

Concentration Température (°C)

VA) 20 25 30 40
10 94,67 94,29 94,27 95,62
20 87,82 87,56 87,36 87,85
25 81,55 81,66 81,70 85,42
30 75,28 74,93 74,79 77,07
35 67,29 66,51 66,62 68,10
40 56,74 56,83 56,56 58,26
45 46,19 45,88 46,19 48,32
50 35,36 35,57 35,51 38,05
55 25,26 25,89 26,05 28,11
60 16,37 16,71 17,00 18,92
65 09,18 09,43 09,71 11,03
70 04,12 04,34 04,52 05,59
75 01,62 01,72 01,82 02,38
80 00,48 00,52 00,58 00,83
85 00,15 00,16 00,18 00,28
90 00,03 00,03 00,04 00,06
95 / / / 00,01




