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Résumé

Cette présente étude a pour objectifs l’analyse physicochimique des margines et l’étude
de l’activité antifongique de la poudre et des extraits phénoliques (EP) de margines vis-à-vis
d’une souche pathogène, Aspergillus flavus in vitro et in situ (sur maïs). La caractérisation
physicochimique des margines a démontré leurs richesse en eau et en matière sèche. La teneur
en eau est de 92 ± 0,05% et la teneur en matière sèche est de 82,7 ± 0,83g/l, avec une forte
teneur en composés phénoliques qui est de 5,58 ± 0,5 g/l et aussi en sucres totaux qui est de
13,84 ± 0,98 g/l, et de faibles teneurs en matière grasse et en protéines. L’essai de l’inhibition
fongique par la poudre et les EP des margines vis-à-vis d’Aspergillus flavus  in vitro et in situ
a démontré le pouvoir antifongique de ces deux échantillons test. Le test in vitro sur les deux
milieux PDB et SMKY ont démontré une diminution de la croissance du mycélium fongique
en présence des concentrations croissantes de poudre et de l’EP des margines dont la
concentration minimale inhibitrice (CMI) est de 0,5 g/ml pour la poudre de margines et de
1000 ppm pour l’EP. Les résultats obtenus par CCM n’ont révélé aucune production
d’aflatoxines pour toutes les concentrations testées aussi bien pour la poudre que pour les EP
des margines par rapport au témoin. Les résultats obtenus in situ montrent bien une
diminution logique du diamètre de croissance d’Aspergillus flavus avec la poudre et l’EP des
margines dont la CMI est de 0,8 g/ml pour la poudre et de 1000 ppm pour l’extrait
phénolique. . Les résultats obtenus par CCM n’ont révélé aucune production d’aflatoxines
pour toutes les concentrations testées aussi bien pour la poudre que pour les EP des margines
par rapport au témoin. Les résultats obtenus par CCM n’ont révélé aucune production
d’aflatoxines pour les concentrations  de 0,4 g/ml, 0,6g/ml et 0,8g/ml de 1000 ppm pour la
poudre et EP de margines respectivement.

Mots clés : Margine, extrait phénolique, activité antifongique, aflatoxine, concentration
minimale inhibitrice.



Abstract

This present study has for objectives the physicochemical analysis of olive mill
wastewater and the study of the antifungal activity of powder and the phenolics extracts (PE)
of olive mill wastewater against Aspergillus flavus (in vitro) and (in situ). The
physicochemical characterization of olive mill wastewater demonstrated their richness in
water and in dry matter. The water content is 92 ± 0.05% and the content in dry matter is 82.7
± 0.83g/l with a high phenolic content in compounds which is 5.58 ± 0.5 g/l and totals sugar
which is 13.84 ± 0.98 g/l, and low fat and proteins contents. On the other hand powder and
the phenolics extracts demonstrated the antifungal power against Aspergillus flavus in vitro
and in situ. The in vitro test on PDB et SMKY medium demonstrated a decrease effect
corresponding to the growth of the fungal mycelium in the presence of increasing
concentration of the powder and the PE of olive mill wastwater was observed whose
minimum inhibitory concentration (CMI) is 0.5 g/ml for the powder and of 1000 ppm for the
PE. According to the results obtained by CCM no production of aflatoxins was observed for
all the concentrations tested as well for the powder and the PE of olive mill wastewater with
regard to the control. The results obtained in situ showed a logical decrease of the diameter of
growth of Aspergillus flavus in the presence of the powder and the PE. The CMI were 0.8
g/ml and of 1000 ppm for the powder and EP respectively. The aflatoxin production was
inhibited at 0.4 g/ml and 1000 ppm for the powder and EP of olive mill wastewater
respectively.

Key words: Olive mill wastewater, phenolic extract, antifungal activity, aflatoxins, minimum
inhibitory concentration.
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INTRODUCTION GENERALE

Le développement des moisissures à la surface et dans les produits destinés à

l'alimentation est très souvent constaté, en particulier dans les denrées stockées. Or

l’étalement dans le temps de la consommation et l’augmentation des transports internationaux

des denrées alimentaires nécessitent de plus en plus la réalisation de stocks (LECLERC,

2005). Ce n’est que vers le début du 20ème siècle que les propriétés toxiques de ces

champignons commencent à être soupçonnées.

Les champignons toxiques produisent un certain nombre de métabolites secondaires

nocifs qualifiés de mycotoxines, ces dernières représentent un danger pour la santé publique,

soit directement lorsqu’elles sont présentes dans l’alimentation humaine, soit de manière

indirecte lorsqu’elles contaminent la chaîne alimentaire via l’alimentation du bétail

(BEJAOUI, 2005). Selon la FAO, au moins 25% des cultures alimentaires sont contaminées

par les mycotoxines au moment où la production agricole des produits de base soutient à

peine la croissance de la population mondiale (NAFEES, 2009). Dans les pays industrialisés,

des normes strictes sur les produits importés ont été adoptées pour cerner les problèmes

engendrés par ces substances. Tandis que les pays en développement ne sont pas encore

protégés contre les aliments contaminés (CANADAS, 2006). En raison de ces mesures, les

produits les plus contaminés risquent d’être orientés vers les marchés où la législation est

moins contraignante.

Aspergillus flavus est parmi les souches fongiques qui sont responsables de la

contamination des productions céréalières par la production des aflatoxines. Ces substances

peuvent occasionner des effets cancérigènes, mutagènes, tératogènes, immunosuppresseurs,

allergiques, oestrogéniques, nécrosants, neurotoxiques et néphrotoxiques (KLICH et

BENNETT, 2001 ; LI et al, 2016).

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre les infections et les maladies

d’origine fongique, comporte un intérêt majeur, d’une part pour la sécurité sanitaire des

aliments et la santé du consommateur et d’autre part, pour la protection de l’économie du

pays. Actuellement l’utilisation des extraits et des substances naturelles comme les huiles

essentielles et les polyphénols notamment celle extraites des margines (SENANI et MOULTI-

MATI, 2012) dans la lutte antifongique contre les moisissures des céréales (maïs, blé, …),

retient de plus en plus l’attention des chercheurs (SULTANA et al, 2015).

La margine est un résidu généré par l’industrie oléicole comme sous produit.  De

nombreuses études ont mis l’accent sur le traitement et la valorisation des margines.
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Parallèlement aux recherches réalisées sur le traitement des margines, des études de

valorisation ont été effectuées, vu leur richesse en éléments nutritifs minéraux et organiques

comme les polysaccharides et les composés phénoliques qui se caractérisent par leur pouvoir

antioxydants et antimicrobien (NADOUR et al, 2015).

L’objectif de ce travail est :

- l’analyse de quelques paramètres physicochimiques des margines issues d’une huilerie

utilisant le système de centrifugation à trois phases ;

- l’essais d’inhibition de la croissance, la sporulation et la production des aflatoxines par

Aspergillus flavus in vitro et in situ sur matrice alimentaire (maïs) par l’utilisation de la

poudre et des extraits phénoliques des margines.



PARTIE 1
Synthèse bibliographique
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I. La contamination fongique des matrices alimentaires
1.1. Les mycotoxines et les moisissures dans les matrices alimentaires

Les mycotoxines, produits du métabolisme secondaire des champignons filamenteux,

sont potentiellement présentes dans toutes les denrées alimentaires susceptibles d’être un

support de la croissance de champignons toxinogènes. Les groupes de mycotoxines qui se

retrouvent le plus souvent dans les produits agricoles sont les aflatoxines, les ochratoxines, les

trichotécènes, la zéaralénone et les fumonisines (KUMAR et al, 2008). Les champignons

responsables de la contamination pendant le stockage des denrées sont en général des

organismes saprophytes dont la croissance peut être évitée par modification de leur

environnement hydrique : de nombreuses techniques de séchage et de stockage permettant de

limiter le développement des champignons dans les récoltes sont ainsi connues et pratiquées

(MURPHY et al, 2006). En revanche, la contamination au champ des produits récoltés

dépend de l’association des champignons avec les plantes et repose donc sur une relation

écologique symbiotique, commensale ou parasitique (PITT, 2006). Les champignons

producteurs de mycotoxines les plus courants appartiennent aux genres Aspergillus,

Penicillium et Fusarium (KABAK et al, 2006). Le genre Fusarium inclut un nombre

important d’espèces pathogènes responsables de maladies destructives notamment chez les

céréales. Quant aux champignons des genres Aspergillus et Penicillium, sont le plus souvent

associés aux récoltes stockées, certaines de ces espèces peuvent aussi être pathogènes ou

commensaux dans les plantes cultivées (PITT et al, 2000 ; MURPHY et al, 2006). Les

principaux agents fongiques responsables de la production de mycotoxines dans les denrées

agricoles dans le monde sont représentés dans le tableau I.

Tableau I : Les principaux agents fongiques responsable de la production de
mycotoxines dans les denrées agricoles (MURPHY et al, 2006).

Mycotoxines Principaux agents
responsables

Denrées alimentaires
Céréales
à paille

Maïs Coton Arachide Fruits à
coque

Trichothécènes
et Zéaralénone

Fusarium graminearum X X

Fusarium culmorum X X

Fumonisines Fusarium verticillioides X

Fusarium proliferatum X

Aflatoxines Aspergillus flavus X X X X X

Aspergillus parasiticus X X

Au champs, la contamination par les mycotoxines est consécutive à l’infection des

plantes par les agents pathogènes. Il est cependant reconnu qu’il n’existe pas de relations

stables entre niveaux de symptômes sur les organes atteints et niveaux de contamination par
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les toxines. Deux éléments expliquent ce constat. Le premier est la variabilité génétique

(inter- et intraspécifique) des agents pathogènes : un niveau de symptôme donné peut être

provoqué par des espèces ou souches ayant des capacités de production des mycotoxines très

différentes (XU et al, 2008). Le second correspond au fait que la production de toxines est

liée à un processus métabolique à multiples fonctions, dont l’existence n’est pas vitale pour

l’agent pathogène, et dont l’activation répond à des caractéristiques de son environnement

(incluant l’interaction avec la plante hôte) (CARY et CALVO, 2008). L’infection comme la

production des toxines dépendent de deux grands types de déterminants agissant en

interaction : les caractéristiques climatiques, d’une part, et les pratiques agricoles, d’autre part

(CHAMPEIL et al, 2004).

1.2. Facteurs influençant la production des mycotoxines dans les aliments
1.2.1. Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux affectant la production de mycotoxine sont d'origine

physique, chimique ou biologique (MITCHELL et al, 2004). Cependant, ces facteurs agissent

rarement d'une façon indépendante (LACEY, 1986), en effet leurs interactions sont

habituellement plus importantes que l’effet d’un facteur simple. Le tableau II ci-dessous

représente quelques facteurs environnementaux qui peuvent influencer la production de

mycotoxines à différentes étapes de la chaîne alimentaire (HESSELTINE, 1976).

Tableau II: Principaux facteurs influençant la production des mycotoxines à différentes
étapes de la chaîne alimentaire (HESSELTINE, 1976).

Facteurs Au champ A la récolte Pendant le
Stockage

Physique
- Humidité
Rapidité de séchage
Ré humidification
Humidité relative
- Température
- Dommage mécanique
- Mélange de grains
- Temps

+
-
-
+
+
+
-
+

+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

Chimique
- CO2
- O2
- Nature du substrat
- Nutrition minérale
- Traitement chimique

-
-
+
+
-

-
-
-
-
-

+
+
+
+
+

Biologique
- Stress de la plante + - +
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- Vecteurs invertébrés
- Infection fongique
- Différences entre les variétés des
plantes
- Différences entre les souches
fongiques
- Charge en spores
- Système microbiologique

+
+
+

+

+
+

-
-
-

-

+
-

+
+
+

+

+
+

+ : effet
- : pas d’effet

Les deux facteurs physiques essentiels qui influencent la croissance des moisissures et la

production de mycotoxines sont la température et l'humidité (PANAGOU et al, 2003 ;

KOSEGARTEN et al, 2016). En effet, les champignons de champs exigent typiquement une

haute teneur en humidité dans le substrat (22-30 %) par rapport aux champignons de stockage

(13-18 %) (SAMSON et al, 2005).Chaque espèce ou isolat a son niveau optimal d'humidité

ou activité de l'eau (aw) et de température pour la production de mycotoxines. Ces optima

peuvent différer sensiblement de leurs optima pour la croissance. A côté de l'aw et la

température, le pH peut avoir un effet critique pour la croissance fongique et la production de

mycotoxines (GARCIA et al, 2012). La plupart des moisissures se développent sur une

gamme de pH de 5,5 à 9 avec une aw entre 0,85 à 0,98, à une température optimale comprise

entre 20°C et 30 °C (REBOUX, 2006).

1.2.2. Influence du substrat
La toxinogenèse dépend de la croissance du champignon et de la composition chimique

du substrat. En effet, les céréales et les oléagineux, plus riches en hydrates de carbone et en

lipides, sont généralement plus favorables à la production de mycotoxines que les substrats à

forte teneur en protéines (MAGAN et ALDRED, 2007 ; DA CRUZ CABRAL et al, 2013).

Ainsi, la biogénèse des aflatoxines, de l’ochratoxine A, de la stérigmatocystine et de l’acide

pénicillique (c’est-à-dire les dérivés de la voie des polycétoacides), est plus importante dans

les milieux riches en glucides et en lipides que dans les milieux à forte teneur en protides

(MURPHY et al, 2006 ; SULTANA et al, 2015). La production d'aflatoxines par Aspergillus

flavus est favorisée par certains sucres: le glucose, le mannose, le fructose et le saccharose. En

outre, Aspergillus parasiticus ne produit pas d'aflatoxines dans un milieu peptoné riche en sel

(PAPP et al, 2002). Mais il peut y avoir des interactions plus ou moins spécifiques entre

certains composés d’origine végétale ou fongique. Ainsi, le fait que le soja ne se prête pas à

l’accumulation d’aflatoxines peut s’expliquer par la présence d’acide phytique qui complexe

le zinc, indispensable à la biosynthèse des aflatoxines (PFOHL-LESZKOWICZ, 1999).
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1.2.3. Autres facteurs
Les micro-organismes « de concurrence » peuvent affecter la production de mycotoxines

sur les produits agricoles. Ils peuvent augmenter ou gêner la formation des mycotoxines en

changeant le métabolisme de l'organisme producteur, par la concurrence vis à vis  du substrat

et la production des composés inhibiteurs (LACEY, 1986). Les interactions avec d'autres

micro-organismes peuvent également être 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

champs. Ils peuvent s’agir des pratiques agricoles comme le labourage et la rotation de récolte

(LIPPS et DEEP 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).

En outre la culture biologique peut poser un risque pour la production accrue de mycotoxine

comme cela a été proposé par EDWARDS (2003).

1.3. Le genre Aspergillus
1.3.1. Définition

Les espèces d’Aspergillus spp. sont très répandues dans la nature et tout particulièrement

dans le sol où elles contribuent à la biodégradation et le recyclage des matières organiques

(SCHEIDEGGER et PAYNE, 2003 ; BLUMA et al, 2008). Elles sont par ailleurs utilisées

dans plusieurs domaines (agriculture, biotechnologie et santé) en exerçant des rôles

bénéfiques comme la production de métabolites utiles (enzymes, protéines et acides).

En revanche, les Aspergillus sont capables de provoquer des dégâts importants,

notamment ceux liés aux contaminations des denrées alimentaires (PITT et al, 2000).

Plusieurs espèces du genre Aspergillus 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, seules les aflatoxines, les ochratoxines et la

patuline, ont une incidence économique et sanitaire. Ces mycotoxines ont été identifiées la

première fois chez A. flavus, A. ochraceus et A. clavatus, respectivement (SMITH et MOSS,

1985). Cependant, de récentes études ont montré que ces toxines peuvent aussi être produites

par plusieurs autres espèces des genres Aspergillus et Penicillium. Seule une partie de ces

champignons mycotoxinogènes peut présenter un risque, car les autres n’en produisent que de

très faibles quantités de toxines ou bien elles sont rarement rencontrées dans l’alimentation

(PITT, 2000).
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Etant donné son importance économique extrême liée à ses effets utiles et nuisibles,

plusieurs ouvrages ont été consacrés au genre Aspergillus en général et à sa taxonomie et sa

phylogénie en particulier (SAMSON et al, 2006).

1.3.2. Les caractères morphologiques d’identification du genre Aspergillus
Les ouvrages intitulés «The genus Aspergillus » de RAPER et FENNELL (1965) et

« Fungi and Food Spoilage » de PITT et HOCKING (1997), constituent une référence pour

l’étude des caractères morphologiques des Aspergillus. Ces champignons ont une forme

caractéristique et des couleurs vives qui les rendent parfois aisément identifiables.

L’identification morphologique des espèces appartenant au genre Aspergillus est basée sur

l’observation des caractères macroscopiques et microscopiques suivants:

- L’aspect de la colonie: la couleur de la partie aérienne est le critère de base qui permet de

distinguer les espèces du genre Aspergillus. L’autre aspect est la texture de la colonie qui peut

être floconneuse, veloutée, etc ;

- l’aspect et la couleur du revers de la colonie qui peut parfois être caractéristique d’une

espèce ;

- la production des sclérotes (amas mycéliens durs), de forme, de taille et de couleur

caractéristiques ;

- la vitesse de croissance du mycélium ;

- la taille, l’ornementation, la couleur et la forme des conidies ;

- la forme et la taille des vésicules ;

- la présence ou l’absence des stérigmates (métules) ;

- la longueur des conidiophores et leur aspect.

Les espèces de ce genre présentent un thalle cloisonné portant de nombreux

conidiophores longs, érigés vers le haut, non ramifiés, qui se terminent par une tête sphérique

appelée vésicule, de forme globuleuse ou claviforme. Les phialides, ou cellules conidiogènes

en forme de bouteille, sont formées soit, directement sur la vésicule, on parle alors de tête

unisériée, soit sur des cellules spécialisées appelées métules (stérigmates), on parle de tête

bisériée (figure 1). Les conidies et les conidiophores sont produites en quantité très abondante.

Certaines espèces d’Aspergillus ont la capacité de former des amas mycéliens durs, appelés

sclérotes, qui aident le champignon à survivre dans des conditions hostiles (WICKLOW et

SHOTWELL, 1983 ; NESCI et al, 2009). Peu d’espèces du genre peuvent se reproduire

sexuellement en formant des asques. Les formes sexuées sont rattachées aux genres suivants:

Emericella, Eurotium Petromyces et Sclerocleista (RIBA, 2008).
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Figure 1 : La micromorphologie du genre Aspergillus
www.thegourdreserve.com/mold/into.shtml.

1.3.3. Aspergillus section Flavi
Les membres d’Aspergillus section Flavi (groupe d’A. flavus) occupent des niches

écologiques très diverses. Les espèces de cette section peuvent être présentes dans la nature

soit comme des saprophytes dans le sol ou comme des parasites des plantes, des insectes et

des animaux (HORN et DORNER, 1994). Dans cette section, A. flavus et A. parasiticus

retiennent le plus d’attention car elles sont non seulement pathogènes pour certaines plantes

(arachides, maïs et coton), mais elles produisent aussi des aflatoxines (SMITH et MOSS,

1985; SULTANA et al, 2015).

1.3.3.1. Les espèces de la section flavi et leurs mycotoxines
Dans la clé synoptique publiée en 1981 par CHRISTENSEN, 14 espèces et 4 variétés ont

été décrites. Cette clé est basée sur l’étude des caractères culturaux et morphologiques, dont la

couleur des têtes conidiennes, la croissance à 37°C et les dimensions des conidiophores, des

vésicules et des conidies. De très nombreuses études ont été menées sur ce groupe (SAMSON

Tête unisiriée Tête bisiriée
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et PITT, 2000). D’après SAMSON et al. (2006), il y’a 18 espèces appartenant à la section

Flavi.

Ces espèces développent des couleurs allant du jaune-vert à brun (BHATNAGAR-

MATHUR et al, 2015). Seules trois espèces, Petromyces alliaceus, P. albertensis et A.

lanosus, ont une morphologie semblable au groupe d’A.ochraceus avec des conidies jaunes à

ocres. Ces 3 espèces étaient classées auparavant dans la section Circumdati (groupe d'A.

ochraceus) mais les données de la biologie moléculaire ont permis leur reclassement dans la

section Flavi.

Les critères d’identification des espèces de la section Flavi sont actuellement basés sur la

morphologie, le profil des mycotoxines produites et l’analyse des séquences de l’ADNr

(SAMSON et al, 2006). L’analyse des séquences ITS des isolats a montré qu’Aspergillus

section Flavi forme 3 clades (A. alliaceus, A. flavus et A. tamarii) qui peuvent être distingués

par la couleur des colonies et leur composition en ubiquinones (RIGO et al, 2002; SAMSON

et al, 2006). Aspergillus flavus est une espèce génétiquement très complexe et a été subdivisée

en deux catégories, selon les caractères morphologiques et génétiques, et le profil de

production des mycotoxines (RIBA, 2008).

Morphologiquement, on peut distinguer deux catégories d’isolats. La première catégorie

produit des sclérotes grands, de type « L » (Large) de diamètre supérieur à 400 μm. La

seconde catégorie produit de nombreux petits sclérotes, de type « S » (Small), de diamètre

inférieur à 400 μm (COTTY, 1997). Selon GEISER et al (2000) et NESCI et al (2008),

A. flavus est divisé en deux groupes non distincts morphologiquement. Le groupe I comprend

les types « L » et « S » producteur d’aflatoxine B et le groupe II comprend uniquement le type

« S » capable de produire les aflatoxines B et G. Ces auteurs ont suggéré que les isolats de

type « S » (groupe II) méritent d’être considérés comme une nouvelle espèce (GEISER et al,

2000). D’après HUA SUI-SHENG (2002) et NESCI et al (2008), tous les isolats de type « S »

sont aflatoxinogènes, alors que le type « L » comprend des producteurs et des non

producteurs. Par contre, A. parasiticus et A. nomius produisent les quatre types d’aflatoxines

(B1, B2, G1 et G2) mais pas l’acide cyclopiazonique (CPA) comme le montre le tableau III

(DORNER et al, 1984; VARGA et al, 2003 ; BHATNAGAR-MATHUR et al, 2015).
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Tableau III: Production d’aflatoxines B et G, d’acide cyclopiazonique et d’acide kojique
par les principales espèces d’Aspergillus section Flavi (VARGA et al, 2003).

Espèce Aflatoxines Acide
Cyclopiazonique

Acide
KojiqueB G

A. flavus groupe I

A. flavus groupe II

A. oryzae

A. parasiticus

A. sojae

A. nomius

A. bombycis

A. tamarii

A. caelatus

A. pseudotamarii

+

+

-

+

-

+

+

-

-

+

-

±

-

+

-

+

+

-

-

-

±

+

±

-

-

-

-

+

-

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+

+
+ : producteur.
–: non producteur.
± : production variable selon les souches.

1.4. Les aflatoxines
1.4.1. Origine et propriété physico-chimique des aflatoxines
Les études conduites sur la matière première qui avait été à l’origine de la « maladie X

du dindon » en Angleterre, aboutirent à l’isolement de la moisissure responsable, Aspergillus

flavus, et à la caractérisation des aflatoxines (BLOUT, 1961 ; EDITE BEZERRA DA ROCHA

et al, 2014). A l’état actuel on connait, du point de vue structure, au moins 16 aflatoxines

(COLE ET COX, 1981 ; PAPP et al, 2002) dont les principales sont l’AFB1, l’AFB2,

l’AFG1, l’AFG2 et l’AFM1 (Figure 2). Elles sont produites principalement par les espèces du

genre Aspergillus dont, A. flavus, A. parasiticus, A. nomius et A. pseudotamarii. Les quatre

principales aflatoxines détectées dans les produits végétaux contaminés sont l’AFB1, l’AFB2,

l’AFG1 et l’AFG2. L'AFB1 est partiellement métabolisée en un dérivé hydroxylé,

communément appelé "Milk Aflatoxin 1" ou aflatoxine M1 (AFM1), lors de l’ingestion de

produits contaminés. Les aflatoxines posent un risque pour la santé humaine et animale

(PARK et LIANG, 1993). Le Centre international de la recherche sur le cancer (IARC) a
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classé l’aflatoxine B1 dans le groupe 1 (cancérigène humain) et l’AFM1 dans le groupe 2

(cancérigène humain probable) (ANONYME1, 1993).

Figure 2 : Structures chimiques des aflatoxines B1, B2, G1, G2, M1, M2 (DUTTON et al,
1985)

Les aflatoxines sont caractérisées au niveau moléculaire par des structures de coumarines

bifuraniques auxquelles sont accolées des pentanones (Aflatoxine B) ou des lactones

hexatomiques (Aflatoxine G) (ASTORECA et al, 2011). Toutes les aflatoxines se rattachent à

l'un de ces deux types de structure et ne diffèrent entre elles que par la position de divers

radicaux sur les noyaux. Les aflatoxines sont des molécules de faible poids moléculaire (312 à

330 g/mol), très peu solubles dans l’eau (10-20 mg/litre), insolubles dans les solvants non

polaires et très solubles dans les solvants organiques moyennement polaires à polaires

(chloroforme et méthanol). La fluorescence intense des aflatoxines, une fois exposées à des

longueurs d’ondes (λ = 365 nm) de la lumière ultra-violette (U.V.), a pour avantage de

détecter ces composés à des niveaux extrêmement bas (de l’ordre du nanogramme).
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L’aflatoxine de type B (AFB = AF « blue ») donne une fluorescence bleue et l’aflatoxine de

type G (AFG = AF « Green »), donne une fluorescence verte (EDITE BEZERRA DA

ROCHA et al, 2014). L’AFM1 donne une fluorescence bleu-mauve. Cette fluorescence

fournit la base pour pratiquement toutes les méthodes physico-chimiques de leur détection et

leur quantification. Les propriétés physico-chimiques des principales aflatoxines sont

résumées dans le tableau IV.

Tableau IV: Propriétés physico-chimiques des principales aflatoxines (COLE et COX,
1981 ; DUTTON et al, 1985 ; COLE et SCHWEIKERT, 2003 ; EL KHOURY, 2007)

Aflatoxines Formule
brute

Masse
moléculaire

g/mol

Point de fusion Absorption maximale à la
lumière UV dans le

méthanol
λ max
(nm)

Ε

B1 C17 H12 O6 312,3 268-269
(Cristallisation

dans le
chloroforme)

265
360-362

12 400
21 800

B2 C17 H14 O6 314,3 286-289
(Cristallisation

dans un mélange
de chloroforme
et de pentane)

265
360-362

12 100
24 000

G1 C17 H14 O6 328,3 244-246
(cristallisation

dans un mélange
de chloroforme
et de méthanol)

265
360-362

9 600
17 700

G2 C17H14O7 330,3 237-240
(Cristallisation

dans une
solution
d’acétate
d’éthyle)

265
360-362

8 200
17 100

M1 C17H12O7 328.3 299
(cristallisation

dans une
solution de
méthanol)

265
357

14 150
21 250

M2 C17H14O7 330,29 293 264
357

12 000
22 000
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1.4.2. Facteurs influençants la production d’aflatoxines
La prolifération des moisissures et la synthèse des mycotoxines peuvent avoir lieu avant

ou après la récolte, durant l’entreposage, le transport ou la transformation du produit (ATAS

et al, 2012 ; MARIN et al, 2013). Il s’agit d’un phénomène d’une grande complexité qui

dépend d’une combinaison des facteurs température et humidité ainsi que de l’oxygénation au

niveau du substrat. Les stress thermique, hydrique (sècheresse) et physique (lésions causées

par les insectes) favorisent la contamination par les moisissures et la synthèse de mycotoxines

(DOWD, 1998 ; MARIN et al, 2013). Les conditions les plus favorables pour le

développement d’A. flavus et la production d’aflatoxines sont :

- activité de l’eau supérieure à 0,83;

- température comprise entre 25 et 40°C ;

- la présence d’oxygène ;

- le développement du champignon sur des plantes stressées ;

- la présence d’insecte et de graines abimées ;

- le stockage en milieu chaud et humide ;

- la Composition du substrat : en effet la composition qualitative et quantitative des

substances nutritives (des glucides, principalement) peut influencer la production de

mycotoxines. La présence de certaines molécules dans le substrat peut aussi influencer la

production de mycotoxines. Ainsi l’acide phytique diminue la synthèse d’aflatoxine par

Aspergillus parasiticus et Aspergillus flavus. En effet la présence de l’acide phytique

complexe le zinc indispensable à la biosynthèse des aflatoxines, alors que la proline stimule

cette production (TABUC, 2007).

1.4.3. Effets toxiques des aflatoxines
L’effet toxique des aflatoxines sur la santé animale varient suivant l'espèce, l'âge, le sexe,

l'état physiologique, le mode d'administration, la composition de l'alimentation. L'AFB1 est la

plus toxique suivie, par ordre décroissant de toxicité, par l'AFM1, l'AFG1, l'AFB2 et l'AFG2.

La toxicité des aflatoxines G1, B2 et G2 est respectivement de 50, 80 et 90 % moindre que

celle de l'AFB1 (COLE et COX, 1981). Ainsi la DL50 par voie orale varie de 0,3mg/kg de

poids corporel chez le caneton et 9mg/kg de poids corporel chez la souris. Ingérée en grande

quantité, l’aflatoxine peut être responsable de toxicités aiguës. Elle se caractérise

généralement par la mort rapide des animaux. Ils présentent alors un foie décoloré et

augmenté de volume (hépatotoxicité) ; les reins présentent des signes de glomérulonéphrite et

les poumons sont congestionnés (GERALDINE et al, 2008 ; BROCHARD et LE BACLE,

2009).
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Les aflatoxines sont tératogènes et mutagènes (LIANG ZHI-HONG et al, 2008 ;

GEORGIADOU et al, 2012). L'effet tératogène est bien décrit chez les embryons de poulet

pour lesquels on note un retard de développement, une microcéphalie, une anophtalmie, un

palais fendu (bec de lièvre) et une déformation des maxillaires (VESELY et al, 1983 ; SUNG-

HYE CHO et al, 2008).

Toutefois, la propriété toxique majeure de l’AFB1 est son pouvoir cancérigène (BAIRD

et al, 2006 ; DAOHONG ZHANG et al, 2009). En effet, cette molécule est responsable de

l’apparition d’hépatocarcinomes chez les hommes et les animaux (VINOD et al, 2008 ;

CURTIS et al, 2009). Pour cette raison, elle est classée dans le groupe I des molécules

cancérigènes chez l’homme par l’IARC (ANONYME1, 1993; REDDY et al, 2009).

1.4.4. Métabolisme et mécanisme d’action des aflatoxines
Lors de l’exposition orale chez les mammifères, les aflatoxines sont adsorbées au niveau

du duodénum. Les aflatoxines sont véhiculées dans l’organisme à partir d’une fixation sur les

protéines plasmatiques (CASTEGNARO et al, 1999, BROCHARD et LE BACLE, 2009).

Elles subissent un métabolisme hépatique intense principalement réalisé par l’intervention des

cytochromes P450 hépatiques. Les autres voies de métabolisme de l’AF B1 comprennent la

voie de la prostaglandine H-synthétase et la voie de la lypo-oxygénase. Deux enzymes

présentes à des concentrations élevés dans le tissu pulmonaire.

Sous contrôle des cytochromes P450, l’AFB1 est transformée dans l’organisme en

plusieurs métabolites dont un dérivé époxyde (AFB1-8,9- époxyde), principal responsable de

l’effet mutagène et cancérigène de l’AFB1 et AFM1, communément appelé «Milk

Aflatoxin1 » (BADEA et al, 2009 ; LI JUAN-JUAN et al, 2010). Les autres métabolites

comprennent notamment l’AFQ1, l’AFP1, l’Aflatoxicol. La détoxification de l’AFB1-8,9-

époxyde se fait essentiellement via la conjugaison au glutathion assurée par la glutathion-

Stransférase (GST). Une partie de l’AFB1 est éliminée dans la bile sous forme conjuguée au

glutathion ou de glucuro-conjugué. L’AFB1 est aussi éliminé par voie urinaire sous forme

inchangée ou sous forme métabolisée, notamment AFM1, ou sous forme de dérivés conjugués

ou adduits à l’ADN (BROCHARD et LE BACLE, 2009). L’exposition des nourrissons à

l’AFM1à partir du lait maternel a été notée dans les pays en développement (MAGOHA et al,

2014)

Les effets toxiques aigues ainsi que les effets cancérigènes et mutagènes de l’AFB1,

implique une liaison covalente de l’AFB1-8,9- époxyde avec l’ADN, l’ARN et les protéines.

Cela se répercute au niveau de la synthèse d’enzymes clés impliquées dans des réactions



Synthèse bibliographique

15

métaboliques essentielles (STARK, 2001). L’AFB1-8,9- époxyde a une affinité très marquée

pour l’ADN avec lequel il produit des adduits préférentiellement avec la guanine en position

N7 (PAPP et al, 2002). L’AFB1 est époxydé soit en dérivé exo, soit en dérivé endo. Seule la

forme exo se fixe sur la guanine pour donner un adduit. La présence des adduits à l’ADN est à

l’origine de mutations. Il s’agit essentiellement de transversions G et T où la guanine est

remplacée par la thymine. Approximativement 55% des hépatocarcinomes présentent une

mutation de type AGG →AGT dans le codon 249 du gène p53 suppresseur des tumeurs.

C’est ainsi que l’on observe un effet immunosuppresseur, des troubles de la coagulation,

une diminution de la digestion de graisses et de la cellulose ainsi que de la nécrose et de la

stéatose hépatique (LEBLANC et SAINT-HILAIRE, 2002 ; LI et al, 2016).

Il existe des preuves suffisantes de la cancérigénicité de ses molécules chez l’homme et

l’animal. Certains scientifiques considèrent que chez l’homme, les aflatoxines n’agiraient pas

comme cancérogènes primaires, mais plutôt comme suppresseur des réactions immunitaires à

médiation cellulaire favorisant le nombre de porteurs de VHB (Virus d’Hépatite B). Les effets

immunotoxiques semblent être dus à l’altération de la synthèse des acides nucléiques et de

protéines accompagnée d’une diminution de la prolifération et de la production de cytokines.

Parmi d’autres multiples effets néfastes des aflatoxines, on retrouve un découplage de la

phosphorylation oxydative dans les mitochondries (BROCHARD ET LE BACLE, 2009;

PFOHL-LESZKOWICZ, 2009).

De nombreuses études épidémiologiques et les tests de génotoxicité ont confirmé le rôle

déterminant des aflatoxines, en particulier AFB1 et dans une moindre mesure AFM1, dans

l’induction du cancer hépatique. Des études plus poussées sont en cours pour en déterminer

plus précisément les mécanismes d’action (PFOHL-LESZKOWICZ, 2009). Le risque de

cancer lié aux aflatoxines peut être accru jusqu’à 60 fois en présence du virus de l’hépatite B

et en cas de malnutrition (HERMAN, 1999; LEBLANC et SAINT- HILAIRE, 2002). Cela

laisse supposer une sensibilité particulière des couches les plus pauvres des populations

(PERAICA et al, 1999). En effet plusieurs mécanismes moléculaires contribuent à expliquer

le risque élevé de développement de carcinomes hépatocellulaires lors de l’exposition

simultanée au virus de l’hépatite B (VHB) et aux aflatoxines (FERNANDEZ et al, 1997;

CURTIS et al, 2009). D’après WILD et al (1992) une ingestion de 1,4μg d’AFB1 associée au

virus d’hépatite B constitue un risque de développement de cancer.
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1.4.5. Méthodes d’extraction et de caractérisation des aflatoxines
L’une des étapes cruciales pour la détermination qualitative ou quantitative de différentes

mycotoxines est la préparation d’échantillons et la préconcentration d’analytes sont

généralement extraites d’échantillons moulus (cas des solides), soumis a` une agitation ou

trituration après ajout de solvants organiques polaires ou apolaires purs ou en mélange (eau,

acétonitrile, méthanol, éthanol, chloroforme, acétate d’éthyle, dichlorométhane) (KRSKA et

JOSEPHS, 2001). La tendance de ces dernières années pour la préparation d’échantillons

réside dans la minimisation de l’utilisation de solvants, particulièrement les solvants chlorés et

ceux qui sont nocifs à l’environnement et à la santé. Aussi, la miniaturisation des procédures

analytiques est-elle envisagée de manière à réduire à une plus petite dimension la prise

d’échantillon et les solvants tout en maintenant l’efficacité de l’approche analytique. La

purification de l’extrait est souvent une étape inévitable dans l’analyse des mycotoxines. Elle

repose sur les techniques d’extraction liquide - liquide (LLE), sur l’utilisation des colonnes à

phase solide (solid-phase extraction [SPE]) ou des colonnes d’immunoaffinite´ (immuno-

affinity column [IAC]). (JINAP et al, 2012; HUYBRECHTS et al, 2013).

Pour l’analyse des mycotoxines habituellement présentes à l’état de traces, c’est-à-dire en

quantité minime (ppm), soit inférieure au μg/kg.  Il existe une panoplie de méthodes

catégorisées en deux groupes : les méthodes rapides de criblages comme les méthodes

immunologiques et la chromatographie sur couche mince (CCM) et les méthodes

quantitatives comme les chromatographies liquides ou gazeuses (HPLC et GC), basées

essentiellement sur la séparation chromatographique des molécules puis leur détection par

fluorimétrie ou spectrométrie. (JINAP et al, 2012 ; HUYBRECHTS et al, 2013). Ces

dernières années, l’analyse par spectrométrie de masse s’est accrue avec le développement de

techniques d’ionisation dites « douces » : l’electrospray (ESI) et l’ionisation chimique à

pression atmosphérique (APCI) qui ont en outre permettent l’analyse de très faibles quantités

d’échantillons. Ces techniques sensibles sont excessivement couteuses et elles nécessitent un

personnel qualifié (SAQER, 2009 ; MONBALIU, 2009). D’autres méthodes plus récentes

utilisent le principe de l’immunoanalyse type ELISA (enzyme-linked immunoabsorbent

assay) et autorisent suivant leur configuration soit une détection de type présence ou absence

(résultat qualitatif), soit une détection semi-quantitative ou quantitative de la mycotoxine

(LEMING LIN et al, 1998 ; HUONG et al, 2016).
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1.4.6. Réglementation
Les aflatoxines sont  les mycotoxines  les plus réglementées. Dans le cadre du règlement

1881/2006, 1126/2007, 105/2010CE (abrogeant le règlement 466/2001/CE et ses

modifications) portant sur la fixation de teneurs maximales pour certains contaminants dans

les denrées alimentaires destinées a l’homme, des teneurs maximales ont été fixées pour les

aflatoxines B1, B2, G1, G2 sont présentées dans le Tableau V.

Tableau V : Teneurs maximales pour les aflatoxines  dans des denrées alimentaires selon
les réglementations de la commission européenne (1881/2006, 1126/2007, CE105/2010).

Denrées alimentaires Teneurs maximales en

Aflatoxines (µg/kg)

B1 B1+B2+G1+G2
Fruits séchés et produits dérivés de leur

transformation, destinés à la

consommation humaine directe ou à une

utilisation comme ingrédients de denrées

alimentaires

2 4

Toutes les céréales et tous les produits

dérivés des céréales, y compris les

produits de céréales transformés

2 4

Maïs destiné à être soumis à un

traitement de triage ou à d'autres

méthodes physiques avant consommation

humaine ou utilisation comme ingrédient

de denrées alimentaires

5 10

Arachides destinées à être soumises à un

traitement de tri ou à d'autres méthodes

physiques avant consommation humaine

ou utilisation comme ingrédients de

denrées alimentaires

8 15

Arachides, fruits à coque et produits

dérivés de leur transformation, destinées

à la consommation humaine directe ou à

une utilisation comme ingrédients de

denrées alimentaires

2 4
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1.5. Approche de décontamination
1.5.1. Procédés de lutte contre la production de mycotoxines dans les matrices

alimentaires
Les mycotoxines posent un problème important universel et de santé publique,

notamment pour l'agriculture, et les sciences économiques (KOSEGARTEN et al, 2016). Le

maïs et les céréales  en générale sont susceptibles d’être contaminés par les moisissures et les

mycotoxines (SCHMIDT et al, 1985 ; HUONG et al, 2016). Pour pouvoir lutter contre ces

contaminations, il faut savoir à quel moment elles se développent au cours de l’élaboration

d’un produit. Ainsi, il est possible de définir cinq moments privilégiés: lors de la culture, de la

récolte, du stockage, de la transformation et enfin lors de la consommation par l'être humain.

Les moyens de lutte pour chaque période définie sont consignés dans le tableau VI (PFOHL-

LESZKOWICZ, 1999, YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002).

Tableau VI : Les moyens de lutte pour chaque période (PFOHL-LESZKOWICZ, 1999
YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002).

Période définie Solutions proposées
Au champs - créer des plantes résistantes ;

- limiter le développement par l'emploi de fongicides ;

- arrosage adapté ;

- apport en minéraux.

À la récolte - veiller à la maturité du grain ;

- inspection visuelle pour éliminer les éléments

abîmés ;

- éviter les récoltes par temps humide.

Au stockage - contrôle périodique ;

- maintenir une bonne température ;

- contrôler l'humidité ;

- détruire les produits contaminés ;

- une bonne aération des silos.

À la transformation - contrôle mais, plus au niveau des mycotoxines que

des moisissures.

À la consommation - éliminer les aliments contaminés ;

- variation du barème de cuisson.
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1.5.2. Les différents modes de décontamination
Un procédé de décontamination des aliments destinés à l’alimentation humaine ou

animale doit être efficace sans les rendre impropres à la consommation. Il doit être simple

d’utilisation et peu coûteux car la décontamination peut concerner des quantités importantes.

Le processus est d’autant plus difficile à appliquer que la contamination est souvent très

hétérogène. Il n’existe pas de méthode universelle qui puisse convenir pour traiter l’ensemble

des mycotoxines. En effet les procédés de conservation (stérilisation, pasteurisation,

lyophilisation, congélation, etc.) ne détruisent pas ou peu les mycotoxines (HARRIS et

STAPLES, 1992). Les méthodes de détoxification connues à ce jour sont d’ordre :

 physique
La décontamination physique inclue plusieurs pratique notamment le  lavage, séchage, tri

et séparation des poussières, des coques ou des peaux qui sont le lieu essentiel de la

contamination (YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002) ;

 chimique
Les inhibiteurs chimiques de moisissures correspondent au traitement à l’ammoniaque

sous pression, addition de propionate, de formaldéhyde, d’hydrure de calcium, d’hydroxyde

de sodium, de chlorure de sodium, hypochlorite de sodium, peroxyde d’hydrogène ou de tout

autre inhibiteur de moisissures (YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002 ; REDDY et al, 2008)

Les fongicides sont largement utilisés dans la lutte chimique contre les champignons

phytopathogènes, avec des résultats avérés sur l’incidence des maladies ; en revanche, les

effets de l’application de fongicides sur la production de mycotoxines sont contradictoires et

parfois irréguliers. Plusieurs fongicides sont utilisés spécifiquement contre des champignons

producteurs de mycotoxines : les triazoles, metconazoles et tébuconazoles, sont efficaces

contre la fusariose et l’accumulation de désoxynivalénol dans les grains de blé (EDWARDS,

2004). Le moment de l’application semble jouer un rôle crucial dans l’efficacité du contrôle :

pour les céréales, l’efficacité est maximale au début de l’anthèse et décroît rapidement avant

et après ce stade (BEYER et al, 2006).

Pour ce qui est des aflatoxines, l’effet des fongicides est plus incertain, de sorte

qu’actuellement il n’y a aucune recommandation de fongicide pour lutter contre la

contamination (ABBAS et al, 2009) ;
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 microbiologique

Le procédé de détoxification microbiologique  par le biais d’agents biologiques qui

consiste en l’ajout de certaines bactéries comme exemple Pseudomonas fluorescens,

Trichoderma virens et Bacillus subtilis (REDDY et al, 2009) et certaines souches de bactéries

lactiques (bifidobactéries) sont capables de se lier et de détoxifier les mycotoxines

(biodégradation) et réduire leur production, ces agents ont aussi un effet sur la croissance des

espèces productrices (HASKARD et al, 2000 ; CHINAPHUTI et AUKKASARAKUL, 2008).

En effet les espèces citées si dessus ont démontré respectivement 93%, 80% et 68% de

réduction de la croissance d’A. flavus et de 83,7%, 72,2% et 58% de réduction d’AFB1

(REDDY et al, 2009). Des recherches sont actuellement effectuées afin de développer de

nouvelles classes de ligands naturels des mycotoxines. Ainsi, les glucomannanes issus de la

partie externe des parois de la levure Saccharomyces cerevisiae sont capables de lier in vitro

certaines mycotoxines (LI JUAN-JUAN et al, 2010) ;

 biologique
Enfin, on sait depuis longtemps que de nombreux produits naturels, notamment des

huiles essentielles et extraits de plantes comestibles ou médicinales, ont des propriétés

antifongiques. Ces plantes représentent une source inépuisable de composés naturels bioactifs.

La littérature est riche en exemples d’inhibitions de la croissance ou de la synthèse de toxines

par des produits d’origine végétale, particulièrement en ce qui concerne Aspergillus. Le

girofle, le neem, l’ail, le gingembre, le poivre, les plantes aromatiques (menthe, sauge, laurier,

origan), la moutarde, l’anis, le cumin et l’oignon sont des exemples de plantes produisant des

substances antifongiques. Actuellement, ces produits ne sont pas utilisés à grande échelle pour

protéger les cultures ; leurs utilisation pour la protection des récoltes contre les toxines de

stockage est un peu plus répandue (REDDY et al, 2010).

Selon ROBERT et al (2008), les inhibiteurs de la biosynthèse de l’AF agissent à trois

niveaux: (1) modulent les facteurs physiologiques et environnementales affectants la

biosynthèse de l’aflatoxine, (2) inhibent les circuits de signalisation des voies biosynthétiques,

ou (3) inhibe directement l’expression des gènes ou l’activité des enzymes (figure 3)
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Figure 3: Représentation schématique de la régulation et de biosynthèse de l’AF avec les
modes d’action potentiels des groupes majeurs des inhibiteurs (ROBERT et al, 2008).

II. Margine
2.1. Origine des margines

Le processus de trituration des olives produit principalement l’huile d’olive vierge et

l’huile de grignon (huile secondaire extraite par des solvants organiques) et engendre deux

résidus l’un liquide, les margines et l’autre solide, les grignons. Les olives contiennent

environ 20% d’huile, 30% de grignons et 50% d’eau de végétation (DI-GIOVACCHINO et

al, 1988 ; HAMDI et al, 1992).

Les margines sont composées de 40 à 50% de l’eau végétale qui provient du fruit (olive)

et le reste de l’eau de fabrication ajoutée lors du processus de trituration (NEFZAOUI, 1987 ;

EL ABASSI et al, 2011).
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Elles sont à l'origine un liquide rougeâtre sombre, en raison d'une série de processus

enzymatique, se dégrade et se transforme en margine, liquide noir et nauséabond, fortement

polluant (YAAKOUBI et al, 2009 ; NADOUR et al, 2015). La qualité et la quantité de la

margine générée est variable, elle dépend du système d'extraction, de la variété d'olive, le taux

de maturation, les facteurs climatiqaues et de l'eau utilisée. En moyenne 1m3 de margine est

générée par tonne d'olives triturées et la charge polluante moyenne est de 70 kg de DCO par

tonne d’olives.

2.2. Les caractéristiques physico-chimiques des margines
Les margines ont une couleur brune rougeâtre, d'aspect trouble. Ces effluents ont une

forte charge saline et sont très acides avec un pH de 4 à 5,5 (NEFZAOUI, 1987 ; YALCUK et

al, 2010) et une forte conductivité (ZBAKH et AL ABBASSI, 2012). Ces eaux comportent

approximativement 83 à 94% d’eau, 4 à 16% de matières organiques et 0,4 à 2,5% de

substances minérales (RAMOS-CORMENZANA, 1986 ; NOUBIH et al, 2007).

La composition chimique des margines est très complexe et hétérogène. Elles contiennent

une variété de composés organiques et minéraux, de nature et de concentration très différentes

(FIESTAS ROS DE URSINOS et BORJA, 1992 ; ESMAIL et al, 2015).

Les margines contiennent des quantités significatives en sels minéraux dont 80% sont

solubles et 20% insolubles (RANALLI, 1991a). D’après FIESTAS ROS DE URSINOS et

BORJA (1992), les éléments les plus représentatifs sont le potassium, les carbonates, les

phosphates  et le sodium.

Les margines comportent aussi deux fractions organiques une soluble et l’autre insoluble

(HAMDI, 1991a ; OBIED et al, 2005). Cette fraction est constituée essentiellement de :

- Sucres avec une teneur qui varie entre 2 et 8% (HAMDI, 1993) dont les plus abondants sont

les composés lignocellulosiques et des pectines (FERNANDEZ DIAZ, 1983 ; NADOUR et

al, 2012, 2015), et les sucres simples tel que : Arabinose, Galactose et Glucose (DERMECHE

et al, 2013 ; NADOUR et al, 2015).

- Composés azotés (1,2 à 2,4%) représentées principalement par les protéines. Les acides

aminés les plus abondants sont les acides Aspartiques et Glutamiques, la Proline et la

Glycines (CAPASSO et al, 2002a ; JAIL et al, 2010).

- Vitamines du groupe D et la vitamine PP (SALVEMINI, 1985 ; AISSAM, 2003).

- Les acides organiques (0,5 à 1,5%) dont les plus importants sont l’acide lactique, malique et

fumarique (FIESTAS ROS DE URSINOS et BORJA 1981 ; TSIOULPAS et al, 2002).
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- Les acides gras (0,02 à 1%) dont les plus important est l’acide oléique (FIESTAS ROS DE

URSINOS et BORJA, 1981 ; TSIOULPAS et al, 2002).

- Les composés phénoliques qui sont très divers et leur structure est très variable. Ils

proviennent de l’hydrolyse enzymatique des glucides et des esters de la pulpe d’olive au cours

du processus d’extraction (RANALLI, 1991a ; ACHAK et al, 2008 ; ESMAIL et al, 2015). Ils

sont composés d’acides phénoliques, alcools phénoliques et des polymères phénoliques

(BORJA et al, 1995).

Tableau VII: Composition des margines, cité par ZBAKH et ABBASSI (2012)
Paramètre Gamme des valeurs

pH 4,7 – 5,7

Conductivité (mS/cm) 5 – 41

DCO (g/l) 16,5 – 190

DBO (g/l) 41,3 – 46

Résidus sec (g/l) 11,5 – 102,5

Matière organique (g/l) 16,7 – 81,6

Matière grasse (g/l) 1,64 – 9,8

Polyphénols (g/l) 0,002 – 11,5

Sucres (g/l) 1,3 – 8,79

Acides organiques (g/l) 0,78 – 1

Azote totale (g/l) 0,06 – 0,95

Matière minérale (g/l) 0,06 – 0,95

2.3. Caractéristiques microbiologique des margines
Les études microbiologiques effectuées sur plusieurs échantillons de margines ont

confirmé l’absence totale de micro-organismes pathogènes. Donc, ces effluents ne posent

aucun problème hygiénico-sanitaire (RANALLI, 1991a). Des analyses microbiologiques ont

montré que les levures et les champignons sont capables de s’y développer mieux que les

bactéries (AISSAM et al, 2002). Ces micro-organismes supportent la salinité élevée et le pH

acide caractéristiques de ces effluents, et résistent plus que les bactéries aux substances

phénoliques. Parmi les levures, on trouve Trichosporium cutaneium, Cryptococcus albidius

ainsi que les genres Rhodotorula sp., Candida sp. et Saccharomyces sp. (RAMOS-

CORMENZANA, 1986 ; AISSAM et al, 2002 ; FADIL et al, 2003).
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La flore fongique se compose essentiellement d’Aspergillus candidus, et Alternaria sp

(MILLAN et al, 2000). La flore bactérienne regroupe les bactéries qui résistent aux

polyphénols particulièrement les bactéries à Gram-négatif. Le genre Pseudomonas sp. Ainsi

que Bacillus megaterium ont été décrits.

2.4. Problématique environnementale des margines
Le rejet des margines reste jusqu’à présent un problème écologique prépondérant ainsi

qu’un redoutable souci pour les pays producteurs d’huile d’olive où de larges volumes qui se

situent entre 7 et 30 million m3 sont produits dans des intervalles de temps très brefs

s’étendant de Novembre Jusqu'à Avril. (FIORENTINO et al, 2003 ; DERMECHE et al,

2013).

L'absence de méthodes de traitement adaptées pousse les propriétaires d'huileries à rejeter

ces eaux dans la nature sans aucun contrôle ou à surcharger avec ces substances toxiques un

réseau d'égouts pas adapté. (BEN YAHIA et al, 2003)

Les margines ne sont pas toxiques pour l’homme (RANALLI, 1991a), par contre, ils

posent de sérieux problèmes de pollution des eaux, des sols et de l’air par leur concentration

élevée en matières organiques et en polyphénols qui sont responsables de leur coloration noire

et qui ont des propriétés phytotoxiques et antimicrobiennes (MORENO et al, 1987 ; ESMAIL

et al, 2015). Des études de toxicité et de biodégradabilité ont montré que les composés

phénoliques et les composés tanniques sont toxiques et difficilement biodégradables (CASA

et al, 2003).

2.5. Traitement des margines
Jusqu’à nos jours, le traitement des margines constitue un problème complexe vue la

qualité et la quantité des substances chimiques qu’elles renferment (JEGUIRIMA et al, 2012).

Différents procédés de traitements ont été proposés, tels que les traitements aérobies et

anaérobies. Cependant ces méthodes présentent plusieurs inconvénients qui rendent leur mise

en œuvre très difficile et couteuse (KAPELLAKIS et al, 2008).

Les processus thermiques sont les moyens principaux pour les traitements de grandes

quantités de margines. Néanmoins, du fait que ces effluents contiennent des quantités élevés

en eau, leur traitement thermique n’est pas économiquement viable bien que la combustion

des margines concentrées avec du grignon d’olive a été étudiée.

Les différents procédés de traitement proposés peuvent être subdivisés en trois grands

groupes, utilisés seuls ou combinés. Ils sont représentés dans le tableau (Tableau VIII).
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Type de traitement Procédé Principe Références

Traitements
physiques

Evaporation naturelle
Ou (lagunage)

Autoépuration naturelle des margines dans des bassins de profondeur
(0,7 à 1,5m) par des processus de fermentation aérobies et anaérobies.

ROIG et al, 2006

Evaporation forcée Faciliter l’évaporation des margines grâce aux panneaux évaporateurs. EL HAJJOUJI, 2007

Concentration thermique Elévation du taux de matières sèches des margines à environ 70%. RANALLI et al, 2003

Séchage Assuré par les fumées issues de la combustion de noyaux broyés ou de
grignons asséchés.

CELMA et al, 2007

Incinération Evaporation de la phase aqueuse des margines dans un four ; et la
transformation du résidu solide en cendres.

RANALLI et al, 2003

Traitements
physicochimiques

Coagulation-floculation Agglomération et décantation des particules en suspension des
margines par l’injection de produits tensioactifs ou certains coagulants.

ACHAK et al, 2008

Electrocoagulation Elimination de certaines pollutions des margines par utilisation des
électrodes en fer ou en aluminium avec addition de H2O2 et de chlorure
polyaluminium (PAC) comme un aide coagulant.

TEZCAN et al, 2006
KHOUFI et al, 2007

Adsorption sur le
charbon actif

Eliminer une grande proportion de la demande chimique résiduelle. GALIATSATOU et al, 2002
YAHYAOUI, 2012

Traitements
biologiques

Traitements anaérobies Transformation des substances organiques présentes dans les margines
en méthane par des bactéries anaérobies en limitant les dégagements de
mauvaises odeurs.

ARDA et al, 2010

Traitements aérobies Dégradation de la matière organique des margines par les
microorganismes en présence d’oxygène en la transforment en CO2,
H2O et en masse cellulaire.

EL HAJJOUJI et al, 2007
MICHAILIDES et al, 2011
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2.6. Valorisation des margines
Les margines sont riches en éléments nutritifs minéraux et organiques. Ce critère a amené

les chercheurs à mettre au point de nombreux procédés de leur valorisation aussi bien à

l’échelle de laboratoire qu’à l’échelle industrielle, cité par ABU KHAYAR et al (2013).

Cette valorisation d’une part, a pour objectif d’éliminer les composés phénoliques et

d’autre part, d’utiliser les margines dans les domaines de la biotechnologie, de la chimie, de

l’agriculture et voire même de génie civil (LEVIS-MENZI et al, 1992 ; DE LA CASA et al,

2009).

L’importance quantitative de ces effluents reflète la diversité des domaines de leur

valorisation comme le montre la figure  4. L’utilisation des margines comme fertilisant pour

les sols et les cultures est une pratique courante qui permet de résoudre partiellement le

problème de leurs élimination (PARADES et al, 1999 ; ROIG et al, 2006).

La valorisation agricole des margines par compostage a pour but essentiel de fixer les

éléments fertilisants sur un substrat carboné au cours d’un processus aérobie, pour les restituer

au sol en fonction des besoins des plantes (NEFZAOUI, 1987 ; ROIG et al, 2006).

Les margines peuvent servir aussi comme milieu favorable pour la production d’enzymes

par des micro-organismes (AGUELIRA et al, 2008).

Plusieurs techniques de traitement des margines par voie anaérobie peuvent être

améliorées pour permettre leur valorisation. Cependant, l’effet antioxydant des polyphénols

reste le facteur limitant pour ces procédés de valorisation, ce qui nécessite une étape de

prétraitement afin d’extraire les composés phénoliques (HAMDI, 1996 ; DE MARCO et al,

2007). Par ces procédés, les margines peuvent donc être revalorisées en eau d’irrigation (eau

traitée), en bioénergie tels que la production de biométhane (FEDORAK et HRUDEY, 1984 ;

BLIKA et al, 2009), de bioéthanol (MASSADEH et MODALLAL, 2008), de biohydrogéne et

en alimentation de bétail (LEULMI, 2011).

Certains de ces traitement sont récents, il s’agit en particulier de la récupération des

composés aromatiques et phénoliques, et des polysaccharides pour leurs utilisation comme

source de fibres alimentaires (DERMECHE et al, 2013 ; NADOUR et al, 2015), ainsi que

l’étude des propriétés biologiques de composés phénoliques tels que les activités

antibactériennes (ESMAIL et al, 2015), l’activité anti-oxydante de l’oleuropéine et

l’hydroxytyrosol (LAFKA et al, 2011) et l’activité anti-inflammatoire (BITLER et al, 2005).
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L’étude expérimentale a été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie appliquée et au

niveau du laboratoire commun de microbiologie de la faculté des Sciences Biologiques et

Agronomiques de l’Université Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.

Matériel et méthodes
I. Matériel

1.1. Matériel végétal
1.1.1. L’échantillon de margine

Les margines ayant  fait l’objet de notre étude proviennent d’une huilerie moderne située

à  Ath yenni de la wilaya de tizi-ouzou. Celles-ci proviennent de la compagne oléicole

2015/2016. Les olives triturées sont de la variété Chamlal. Les margines ont été recueillies

dans des bouteilles en plastique à partir des bassins de décantation, acheminées rapidement au

laboratoire, ces dernières ont subit une filtration puis conservées dans des flacons de 500ml au

congélateur à -20°C jusqu’a leurs utilisations (ESMAIL et al, 2014).

1.1.2. Provenance du maïs et du blé
C’est essentiellement un maïs commercialisé (LE NORD), vendu en vrac.

Le blé est fourni par une entreprise privée : Moulins Industriels du Sebaou (MIS).

Les échantillons de maïs et de blé sont, ensuite fractionnés en petites quantités (100g) et

placés dans des sacs en papier, scellés et maintenus au réfrigérateur à +4°C jusqu’à leurs

utilisations (EL-SHANAWANY et al, 2005).

1.2. La souche fongique testée
La souche utilisée dans les tests fait parti des moisissures appartenant au genre

Aspergillus qui est pathogène et contaminant. Il s’agit d’Aspergillus flavus fourni par le

laboratoire de recherche de microbiologie de la faculté de biologie de Tizi-Ouzou. La souche

est conservée à -20°C en présence du glycérol à 20% (ISIK et al, 1999). Le repiquage de la

souche est effectué sur milieu PDA  inclinée et sur boite de Petrie.

1.3. Appareillage :
Les différents appareils utilisés sont représentés dans le tableau suivant :
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Tableau IX : Les différents appareils utilisés.
Appareils Firmes

Agitateur magnétique
Agitateur magnétique à plaque chauffante
Autoclave
Bain-marie thermostaté
Balance
Balance de précision
Microcentrifugeuse à eppendorf
Centrifugeuse
Conductimètre
Etuve
Humidimètre
PH mètre
Spectrophotomètre UV-Visible
Vortex

HANNA INSTRUMENTS
LABINCO
PBINTERNATIONAL
MEMMERT
DENVER INSTRUMENTS
PIONEER™
MICROCENTAUR MSE/SANYO
SIGMA
HANNA INSTRUMENTS
BINDER
DENVER INSTRUMENTS
HANNA INSTRUMENTS
JENWAY 6320D
FISHERBRAND

1.4. Produits chimiques :
Les différents produits chimiques utilisés sont :

Acides : Acide gallique (MERCK), acide chlorhydrique (HCL) (SIGMA ALDRICH).

Solvants : Acétate d’éthyle, acétone, chloroforme, hexane, méthanol (PANREAC, LABOSI).

Autres produits : Folin-Ciocalteu, réactif de Bradford, Albumine Sérique Bovine (BSA),

carbonate de sodium, glucose (C6H12O6) (SIGMA ALDRICH).

Milieux de culture (annexe 2) : PDA : Pomme de terre, Dextrose, Agar

CAM: Coconut Agar Medium

PDB: Potato Dextrose Broth

SMKY: Semi synthetic liquid medium

II. Méthodes – Partie biochimique
2.1. Caractérisation physicochimique des margines :

La caractérisation physicochimique des margines issues de l’huilerie utilisant le système

de centrifugation à trois phases a été basée sur l’étude des paramètres suivants :

Acidité (pH), conductivité, matière sèche (MS), teneur en eau (TE), matière minérale sèche

(MMS), matière volatile sèche (MVS), matière en suspension (MES), matière grasse (MG),

polyphénols (PP), sucres totaux (ST) et protéines.

Avant de procéder au dosage des différents paramètres physicochimiques. L’échantillon

de margine est filtré à l’aide d’une passoire et centrifugé (3000g/min à 4C°). Pour la

détermination de pH, MS, TE, MMS, MVS, MES, l’échantillon de margine est utilisé sans

filtration et centrifugation.
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2.1.1. Acidité (pH)

L’acidité des margines est évaluée on mesurant le pH (potentiel d’hydrogène). Ce dernier

mesure la concentration d’une solution aqueuse en protons en déterminant ainsi le degré

d’acidité ou de basicité de la solution (BUCK et al, 2002).

Après étalonnage du pH mètre, l’électrode de mesure est plongée dans un bécher

contenant un volume de 100ml de margines bien homogénéisée et on note le pH (REJESEK,

2003).

2.1.2. Conductivité
La conductivité est la capacité d’une solution à faire passer le courant électrique. Elle est

exprimée par microsiemens par centimètre (µS/cm) ou par millisiemens par centimètre

(mS/cm) (ANONYME 2, 2013).

Après étalonnage du conductimètre, la sonde est plongée dans un bécher contenant 100ml

de margines bien homogénéisées.

La valeur donnée par le conductimètre correspond à la conductivité des margines en

prenant en considération la température à laquelle la mesure a été faite, elle est exprimée en

mS/cm (REJESEK, 2003).

2.1.3. Teneur en eau et en matière sèche
La matière sèche (MS) est constituée par l’ensemble des substances organiques et

inorganiques, en solution ou en suspension, contenues dans les margines (AISSAM, 2003).

Elle est déterminée selon le protocole suivant :

Peser une capsule en porcelaine vide, introduire 20ml de margines dans cette dernière et peser

l’ensemble. Placer la capsule contenant les margines dans une étuve à 105C° jusqu’à

obtention d’une masse constante. Après refroidissement, procéder a la détermination de la

teneur en matière sèche.

La teneur en matière sèche est calculée par la formule suivante :

[MS] (g/l) = (M2-M0)1000/VE

MS : Teneur en matière sèche (g/l).

M0 : Masse de la capsule vide (g).

M2 : Masse de la capsule et des margines après séchage (g).

VE : volume de margines (ml).
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La teneur en eau (TE) est la proportion effective d’eau contenue dans les margines. Elle

est déterminée par la formule suivante :

TE(%) = (M1-M2)100/ (M1-M0)

TE : Teneur en eau.

M0 : Masse de la capsule vide (g).

M1 : Masse de la capsule et des margines avant séchage (g).

M2 : Masse de la capsule et des margines après séchage (g).

2.1.4. Teneur en matière minérale et en matière volatile sèche
La teneur en matière minérale sèche ou cendres, est déterminée par perte de masse à

partir de la matière sèche par l’incinération dans un four à moufle à 550C° pendant 2h

(FAYE, 2010).

Après calcination, il y’a obtention des cendres blanches ou grises claires. L’échantillon

est ensuite refroidi dans un dessiccateur et pesé dés qu’il atteint la température du laboratoire.

La teneur en matière minérale sèche est donnée par la formule suivante :

[MMS](g/l) = (M3-M0)1000/VE

M0 : Masse de la capsule vide (g).

M3 : Masse de la capsule après calcination à 550C° (g).

VE : Volume de margines (ml).

La matière volatile sèche représente la fraction organique de la matière sèche qui

disparait au cours de la calcination de cette dernière à 550C°.  Elle est déterminée en faisant la

différence entre les concentrations de la MS et de la MMS et représentée par la formule

suivante :

[MVS](g/l) = [MS]-[MMS]

2.1.5. Teneur en matière en suspension
La matière en suspension correspond à des particules de faibles tailles et/ou de densité, ce

qui limite leur chute par gravité. Elle comprenne des fractions organiques et minérales

(LEFRANCOIS, 2007).

Elle est obtenue soit par filtration sur une membrane poreuse de 0,45µm, soit par

centrifugation (2800 à 3200g/15min).
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La teneur en MES des margines est déterminée selon le protocole suivant :

Après centrifugation de 100ml de margines à une vitesse de 3200g/15min, séparer le liquide

surnageant par siphonage sans perturbation du dépôt, puis transvaser le culot déposé au fond

du tube à centrifuger dans une capsule en porcelaine préalablement séchée à 105C° et pesée.

Rincer le tube à centrifuger avec de l’eau distillée et recueillir les eaux de lavage avec le culot

dans la capsule, puis évaporer l’eau de la capsule au bain- marie et sécher a l’étuve à 105C°

jusqu’à obtention d’une masse constante. Laisser refroidir au dessiccateur et peser à nouveau.

Recommencer les opérations de séchage, refroidissement et de peser jusqu’à ce qu’il n’y aura

pas de différence entre deux pesées successives (RODIER, 1996).

La teneur en MES est calculée par la formule suivante :

[MES] (g/l) = (M1-M0)1000/VE

M0 : Masse de la capsule vide (g).

M1 : Masse de la capsule pleine après dessiccation à 105C° (g).

VE : Volume de margines (ml).

2.1.6. Teneur en matière grasse
La matière grasse (MG) constitue un groupe hétérogène, dont la propriété commune est

d’être insoluble dans l’eau et soluble dans les solvants organiques.

La teneur en matière grasse a été estimée par dosage gravimétrique :

La matière grasse est extraite des margines traitées et acidifiées à (pH=2) par l’hexane et après

évaporation du solvant (RODIER, 1996).

Elle est déterminée selon le protocole suivant :

Après traitement, acidification et centrifugation des margines (3800g/20min), le surnageant

est récupéré dans un bécher puis versé dans une ampoule à décanter.

Après l’ajout de 100ml d’hexane, les phases se séparent par décantation, la phase aqueuse est

récupérée dans un bécher et la phase du solvant est coulée dans un ballon lavée, séchée et

pesée. L’évaporation du solvant se fait à l’aide du rotavapor à T = 60C° jusqu’à l’élimination

complète de l’hexane. Le poids est pris après refroidissement.

La teneur en matière grasse est calculée selon la formule suivante :

[MG](g/l) = (P2-P1)1000/V

P1 : Masse du ballon vide (g).

P2 : Masse du ballon plus le solvant après évaporation et refroidissement (g).
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2.1.7. Teneur en polyphénols
2.1.7.1. Extraction des polyphénols

Le protocole d’extraction des polyphénols à partir des margines est basé sur la méthode

décrite par DE MARCO et al (2007) modifiée ; dont les principales étapes sont résumées

dans la figure 5. Il s’agit d’une extraction liquide-liquide avec l’acétate d’éthyle. Mais

d’abord, il y’a une étape d’acidification avec l’HCl, c’est une étape très importante pour la

précipitation des protéines et la rupture des liaisons établies entre les composés phénoliques

aux composants des parois cellulaires ainsi que l’hydrolyse des phénols complexes en phénols

simples. Il y’a aussi une étape de délipidation dans le but d’éliminer la matière grasse.

Figure 5: Diagramme d’extraction des polyphénols à partir des margines
(DE MARCO et al, 2007).

2.1.7.2. Détermination de la teneur en polyphénols
La teneur en polyphénols a été estimée par méthode de Folin-Ciocalteu selon

SINGLETON et ROSSI (1965), qui est basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture

phosphotungstique (WO4
2-) et phosphomolybdique (MOO4

2-) du réactif de Folin par les

10 ml de margines acidifiées à pH = 2

Lavage à l’hexane (2 X 15 ml)

Centrifugation (2400 g pendant 15 min)

Extraction avec 10 ml d’acétate d’éthyle (v/v) (4X). Agiter pendant 3 min

Centrifugation à 3200 g pendant 10 min

Evaporation sous vide à 40C° jusqu’à l’obtention d’un résidu sec

Dissoudre le résidu sec dans 3 ml de méthanol
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groupements réducteurs des composés phénoliques, conduisant à la formation de produits de

réduction de couleur bleue. Ces derniers présentent un maximum d’absorption  à 760nm, dont

l’intensité est proportionnelle à la quantité de polyphénols présents dans l’échantillon (CICCO

et al, 2009). Les solutions de l’échantillon à doser et la gamme étalon ont été préparées de la

même manière et dans les mêmes conditions (annexe 1) :

Dans des tubes a essai : 125µl de chaque dilution de margines ont été mesurés, auxquels

on rajoute 500µl d’eau distillée puis 125µl du réactif de Folin.

Six minutes plus tard : 1,25ml de la solution aqueuse de carbonate de sodium (NaCO3) à

7% sont additionnés au milieu réactionnel (la préparation est dans l’annexe 1) puis on

complète à 3 ml avec l’eau distillée après avoir bien agité.

Après 60mn d’incubation à température ambiante, l’absorbance a été mesurée à 760nm

au spectrophotomètre contre un blanc sans extrait.

La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe

d’étalonnage linéaire de la forme y = ax, réalisée en utilisant l’acide gallique comme

référence. Les résultats seront donc exprimés en équivalents d’acide gallique. La

concentration des polyphénols totaux est calculée à partir de l’équation de régression de la

gamme d’étalonnage établie avec l’acide gallique (0 – 100µg/ml).

2.1.8. Teneur en sucres totaux
Les sucres totaux ont été dosés par la méthode de DUBOIS et al (1956). Tout les sucres

réagissent avec le phénol et l’acide sulfurique concentré et donnent une coloration jaune-

orangée stable.

Dans chaque tube à essai 2ml de la dilution de l’échantillon plus 1ml de la solution

phénol à 5% et 5ml de d’acide sulfurique à 96% avec une bonne agitation.

Après 10mn d’incubation à température ambiante, et une autre incubation dans un bain

marie à 30C° jusqu’à apparition d’une couleur jaune-orangée, L’absorbance a été mesurée à

492nm au spectrophotomètre UV-Visible contre un blanc. Les échantillons et la gamme

étalon sont préparés de la même manière et dans les mêmes conditions. La teneur en sucres

totaux est calculée à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec

une solution de glucose (0 - 50µg/ml) annexe 1.

2.1.9. Teneur en protéines
La teneur en protéines des margines a été estimée par la méthode de Bradford dont le

principe est la fixation du réactif de Bradford sur la protéine en formant un complexe

(colorant-protéine) de couleur bleue (BRADFORD, 1976).
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Dans chaque tube à essai 1ml de l’échantillon et 5ml du réactif Bradford (sa préparation

dans l’annexe). Apres 10mn d’incubation à température ambiante, l’absorbance a été mesurée

à 595nm au spectrophotomètre UV-Visible contre un blanc. Les échantillons et la gamme

étalon sont préparés de la même manière et dans les même conditions. La teneur en protéines

est calculée à partir de l’équation de régression de la gamme d’étalonnage établie avec la BSA

(0 - 40µg/ml) annexe 1.

III. Méthode - Partie microbiologique

Cette partie est consacrée pour l’étude de l’effet de la poudre  et de  l’extrait phénolique
des margines sur la croissance, la sporulation et la production des aflatoxines par Aspergillus
flavus

3.1. Déshydrations des margines et obtention d’une poudre
Après décongélation, les margines sont sous forme liquide. Afin de les concentrer sous forme

d’une poudre, elles ont subit le procédé de séchage suivant :

Les margines brutes sont séchées à l’étuve : Une quantité de  15 ml de margine déposés

dans des cristallisoirs en verre, portées à une température de 80°C pendant 3 heures jusqu'à

l’obtention d’une poudre, après grattage la poudre est  récupérée dans des boites stériles.

3.2. Préparation des pré-cultures
Pour la standardisation de l’inoculum de départ, une méthode photométrique (ATWAL,

2003 ; ANONYME 3, 2008) à été employée. A partir d’une culture de moisissure pure sur

milieu PDA, les spores sont raclées à l’aide d’une anse, l’ance est déchargée dans 5 à 10ml

d’eau physiologique stérile à 0,9% additionnée de 0,1% de Tween-80 stérile selon la méthode

de LOPPEZ-MALO et al (2005). La suspension de spores est homogénéisée, l’opacité doit

être équivalente à 0,5 Mc Farland ou à une densité optique comprise entre 0,08 à 0,1 lue à

625nm. La densité mesurée à 625nm est équivalente à 1x108 spores/ml. L’inoculum peut être

ajusté s’il est trop dense avec de l’eau physiologique stérile. Á partir de là, on effectue une

série de dilutions afin d’obtenir la charge de spores voulue pour les essais.

La densité de spores peut être aussi confirmée par comptage sur cellule de Malassez

(ANONYME 3, 2008).

3.3. Tests préliminaires
 Etude du pouvoir producteur d’Aflatoxines

Le criblage de la souche Aspergillus flavus productrice d’aflatoxines est réalisé par

détection de fluorescence à 365 nm sur milieu de culture à base de noix de coco, selon la
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technique décrite par DAVIES et al (1987) et FENTE et al (2001). La souche fongique est

ensemencée par point central sur milieu gélosé à base d’extrait de noix de coco déchiqueté

(CAM), favorable à la production d’aflatoxines (FENTE et al, 2001). Dans le milieu CAM,

les aflatoxines, combinées aux matières grasses de la noix de coco, donnent une fluorescence

visible sous lumière U.V (365 nm) surtout sur le revers de la colonie (DAVIES et al, 1987).

En effet, après 48 à 72 h d’incubation à 28°C, les souches productrices d’aflatoxines

développent autour de la colonie une fluorescence bleue et verte respectivement, visible sous

la lumière U.V (365 nm) et un revers de la colonie jaune orangé visible à la lumière du jour.

3.4. Tests antifongiques et anti-aflatoxinogènes « in vitro »
3.4.1. Détermination de la CMI, biomasse et nature de l’activité de la poudre et

de l’extrait phénolique des margines
La concentration minimale inhibitrice (CMI) et la biomasse ont été déterminés selon la

méthode de MOHAMMEDI et al (2010). 10ml de milieu Pomme de terre liquide (PDB) ont

été mis dans chaque erlenmeyer dans lesquelles des quantités requises de poudre et d’extrait

phénolique (EP) des margines ont été ajoutées séparément. 02 gouttes de Tween-80 ont été

additionnées au milieu, de façon à obtenir les concentrations finales 0,1g/ml, 0,2g/ml,

0,3g/ml, 04 g/ml, 0,5g/ml pour la poudre de margine, et des concentrations finales 125ppm,

250 ppm, 500 ppm, 800 ppm et 1000 ppm pour les EP. Les erlens ont subit une  pasteurisation

en respectant un barème [température- temps] de 72°C pendant 20 minutes (KAMENI et al,

2002). Après refroidissement, les erlens ont été aseptiquement inoculés avec un disque de 5

mm de diamètre d’une culture de 7 jours d’Aspergillus flavus. Des témoins sans poudre et

sans extrait phénolique des margines sont effectués, les essais ont été répétés trois fois.

L’incubation est réalisée à 28°C pendant 7 jours.

La CMI correspond à la première concentration à partir de laquelle aucune croissance

fongique n’est observée. Les poudres et les EP des margines sont dites fongicides lorsqu’elles

tuent la moisissure et fongistatiques lorsqu’elles inhibent sa croissance  (MOHAMMEDI et

al, 2010).

Pour la détermination de la biomasse par poids sec a été effectuée pour les concentrations

testées de la poudre ainsi que les EP des margines, le contenu des erlens est filtré sous vide

avec un papier filtre Wathman N°01. Les mycéliums ont été lavés  trois fois avec de l’eau

distillée, séchés à 105°C, jusqu’à poids constant et enfin le mycélium sec est pesé

(DELGADO-VIRGEN et GUZMAN-DE-PEÑA, 2009).

3.4.2. Détermination de l’activité anti-aflatoxinogène
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L’activité anti-aflatoxinogène a été déterminée selon la méthode de SRIVASTAVA et al

(2007). 10ml de milieu SMKY (Semi synthetic liquid medium) ont été mis dans chaque

erlenmeyer dans lesquelles des quantités requises de poudre et EP des margines ont été

ajoutées séparément. 02 gouttes de Tween-80 ont été additionnées au milieu, de façon à

obtenir les concentrations finales 0,1g/ml, 0,2g/ml, 0,3g/ml, 0,4 g/ml, 0,5g/ml pour la poudre

de margine, et des concentrations finales 125ppm, 250 ppm, 500 ppm, 800 ppm et 1000 ppm

pour les EP. Les erlens ont subit une  pasteurisation en respectant un barème [température-

temps] de 72°C pendant 15 minutes (KAMENI et al, 2002).). Après refroidissement, les

erlens ont été aseptiquement inoculés avec un disque de 5 mm de diamètre d’une culture de 7

jours d’Aspergillus flavus selon la méthode décrite par BLUMA et ETCHEVERRY (2008).

Des témoins sans poudre et sans EP des margines sont effectués, les essais ont été répétés

trois fois. L’incubation est réalisée à 28°C pendant 7 jours.

3.4.2.1. Extraction des aflatoxines à partir du milieu SKMY
L’extraction des AFB1 a été effectuée selon la méthode de NABNEY et NESBITT

(1965) avec quelques modifications.

Le contenu des erlens est filtré sous vide avec un papier filtre Wathman N°01. Les

mycéliums ont été lavés  trois fois avec de l’eau distillée. Les filtrats sont récupérés et mis

dans des tubes falcons de 50ml contenant 15ml de méthanol (HUYBRECHTS et al, 2013)

puis écrasés à l’aide d’une spatule. La macération dure 1 à 2 heures, les extraits  d’aflatoxines

sont obtenus après centrifugation des échantillons à 12 000 tours pendant 15 minutes. Les

surnageants (extraits) sont récupérés puis conservés à +4°C dans des eppendorfs

préalablement stérilisés. Ces étapes sont effectuées à l’abri de la lumière.

3.4.2.2. Détection par CCM
La chromatographie sur couche mince est une technique de séparation des constituants

d’un mélange complexe par entrainement à l’aide d’une phase mobile (solvant) le long d’une

phase stationnaire, en se basant sur le phénomène d’adsorption et de partage. La méthode

utilisée pour la détection des aflatoxines par CCM est celle décrite par l’A.O.A.C (Official

Method of Analysis). Des plaques (20 x 20cm, 0.20mm d’épaisseur) de gel de silice-60 254F

ont été utilisées. Le solvant de développement est un mélange de chloroforme/acétone (90/10,

v/v) (CALVO et al, 2004 ; ROMINA et al, 2008 ; ROCHA VIELA et al, 2009, SENANI et

MOULTI-MATI, 2012).

Des fractions de 25 µl sont appliquées soigneusement en évitant d’abimer la surface de

chaque plaque. Ces précautions sont importantes pour l’obtention d’une bonne qualité de
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séparation des aflatoxines. Le développement des chromatogrammes est effectué dans une

cuve (25 x 25 x10cm) préalablement saturée avec le système de solvant de développement.

Après migration, les plaques sont retirées et séchées. Les aflatoxines sont détectées en plaçant

les plaques sous lumière UV (366nm) (SRIVASTAVA et al, 2008).  Les aflatoxines B

apparaissent sous forme de tache bleue. Une comparaison des rapports frontaux (Rf) des

extraits avec ceux des témoins et de l’intensité de la fluorescence des taches permet de

confirmer la présence d’aflatoxines et d’apprécier les quantités produites.

3.5. Tests  antifongiques et anti-aflatoxinogènes  « in situ »
3.5.1. Tests préliminaires

La concentration en poudre et EP des margines qui est nécessaire pour qu’elle exerce son

pouvoir antibactérien dans une matrice alimentaire doit être supérieure à celle appliquée « in

vitro ».

BURT (2004) a suggéré que les valeurs des CMIs de la poudre et EP des margines

obtenues « in vitro » doivent être affectées d’un coefficient correcteur allant de 2 à 100, pour

qu’elles aient le même effet dans une matrice alimentaire.

Le choix du coefficient correcteur a été établi après avoir procédé à des tests

préliminaires. Nous avons jugé utile de multiplier les valeurs des CMIs, par un coefficient de

2.

Les tests préliminaires ont permis d’optimiser certains paramètres notamment les

concentrations de poudre et d’extrait phénolique des margines à utiliser, la matrice alimentaire

à contaminer : blé ou maïs.

3.5.2. Choix de la matrice alimentaire
Aspergillus flavus est le principal agent de contamination du maïs (BATTILANI et al,

2016). Les conditions spécifiques de la température, de l'humidité relative et de la teneur en

eau présentent lors du stockage de maïs peuvent contribuer à sa détérioration rapide, suite à la

croissance fongique. La présence des micromycètes pourrait être attribuée essentiellement à la

contamination du maïs par des espèces d’Aspergillus (PITT et HOCKING, 2009). Ces

dernières peuvent provoquer la décoloration des grains, le changement de leurs

caractéristiques chimiques et nutritionnelles, la réduction de la germination et leurs

contaminations par des mycotoxines (FRANZOLIN, 1999).

3.5.3. Traitement  du maïs
3.5.3.1. Méthode de détermination de l’humidité
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La mesure de l’humidité de l’échantillon a été effectuée sur une prise d’essai de 10g,

broyée, pesée et mise dans un humidimètre réglée à 130°C pendant 10 à 12 minutes.

(SULTANA et al, 2015)

L’humidité en pourcentage (%) est affichée sur l’écran de l’humidimètre.

3.5.3.2. Ré-humidification du maïs

Pour cette expérience, pour obtenir des grains d'une teneur en eau supérieure à 0,430

(30%, base humide), il a été nécessaire de ré-humidifier le maïs en ajoutant une quantité d’eau

selon la formule suivante :

X= 100 (Hf – Hi)/ (100 – Hf)

X : Quantité d’eau en ml à ajouter pour 100g de maïs.

Hf : Humidité finale

Hi : Humidité initiale

Les grains de maïs ont été trempés dans de l'eau distillée stérile pendant environ 24 h, à

température ambiante (0 à 20°C). Le  maïs doit reprendre l'apparence et la consistance d'un

maïs naturellement humide (SULTANA et al, 2015).

3.5.3.3. Broyage et stérilisation du maïs
Les grains de maïs ont été broyés à l’aide d’un robot jusqu'à l’obtention des grains réduit.

L’échantillon de maïs broyé, a été conditionné dans un bocal en verre fermé

hermétiquement, mis dans un autoclave réglé à une température de 120°C pendant 20 min.

Cette stérilisation a pour but d’éviter des signes de contamination (SULTANA et al, 2015)

3.5.4. Effet antifongique et anti-aflatoxinogène de la poudre et de l’extrait
phénolique des margines  sur le maïs contaminés  par Aspergillus flavus

Dans cette expérience le choix s’est porté sur une humidité de 30% (HESSELTINE et al,

1966), afin d’atteindre cette humidité, des concentrations appropriées de poudre et d’extrait

phénolique des margines ont été préparées dans de l’eau distillée de façon à obtenir les

concentrations finales 0,1g/ml, 0,2g/ml, 0,3g/ml, 04 g/ml, 0,5g/ml pour la poudre de margine,

et des concentrations finales 125ppm, 250 ppm, 500 ppm, 800 ppm et 1000 ppm pour les EP

et  rajoutées  aux grains de maïs broyés dans des conditions stériles et placés dans des boites

de pétries stériles.

Des piqures centrales ont été faites pour le dépôt de 100µl d’une suspension de spores

contenant 106 spores/ml. Des témoins sans poudre et extrait phénolique des margines sont
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effectués et incubés à 28°C pendant 7 jours. Le diamètre des colonies de la croissance

fongique ont été mesuré chaque jours ainsi que l’estimation du pourcentage d’inhibition par

rapport au témoin sans poudre ou extraits phénoliques des margine selon la formule suivante

décrite par LI et al, 2016:

% d’inhibition = {1- DP (mm)/ DT (mm)]} x100

DP : Diamètre des cultures traitées par la poudre et les extraits phénoliques des margines.

DT : Diamètre des cultures témoins non traitées par la poudre et les extraits phénoliques des

margines.

La CMI dans le maïs a été définie comme la concentration de poudre et extrait

phénolique des margines qui ont inhibé le développement du mycélium sur le  maïs.

3.5.4.1. Extraction des aflatoxines du maïs
En vue d’une confirmation de la production des aflatoxines par CCM, les cultures de

maïs ont subit une extraction au méthanol (HUYBRECHTS et al, 2013).

Les contenues des boites de pétrie sont fragmentés à l’aide d’un emporte pièce du centre

vers la périphérie, ensuite introduit dans des tubes coniques de 50 ml, l’extraction des

aflatoxines est réalisée par l’addition de 20 ml de méthanol, toute en écrasant afin de faciliter

l’extraction.

Après une macération de 2 heures à température ambiante et à l’abri de la lumière, le

mélange est centrifugé pendant 20 minutes à 4000g,  le surnageant est concentré à l’étuve à

50°C jusqu'à un volume final de 2ml, ce dernier est conservé à l’abri de la lumière et à une

température de 4°C pour une analyse ultérieure.

3.5.4.2. Détection des aflatoxines par CCM
La révélation des aflatoxines par CCM a été réalisée selon la méthode décrite auparavant.

3.6. Analyse statistique des résultats
Les résultats  sont présentés sous la forme de moyenne ± SD (déviation standard). Les

analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le test de variance ANOVA sur le logiciel

Statistica. Ce test nous donne le degré de signification P où est conclue que la différence :

 n’est pas significative si p > 0,05 ;

 est significative si 0,05 > p > 0,01 ;

 est hautement significative si 0,01 > p > 0,001 ;

 est très hautement significative si p < 0,001.
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IV. Résultat et discussion

4.1. Résultats et discussion de l’étude physicochimique des margines
Les résultats de la caractérisation physicochimique des margines issues de l’huilerie

utilisant le système de centrifugation à trois phases (margines moderne : MM) sont regroupés

dans le tableau X

Tableau X : Caractérisation physicochimique des margines modernes
Paramètre Margine

pH 4,88 ± 0,09

Conductivité (mS/cm) 12,2 ± 0,13

MS (g/l) 82,7 ± 0,83

TEE (%) 92 ± 0,05

MMS (g/l) 13,55 ± 0,18

MVS (g/l) 68,72 ± 0,79

MES (g/l) 8,9 ± 0,22

Matière grasse (g/l) 10,57 ± 0,19

Polyphénols (g/l) 5,58 ± 0,5

Sucres totaux (g/l) 13,84 ± 0,98

Protéines (g/l) 2,31 ± 0,06

Les valeurs du tableau représentent la moyenne de trois mesures ± écart type.

4.1.1. Le pH
La valeur enregistrée est de 4,88, elle se situe dans la limite de la fourchette de

l’intervalle de (4,7 – 5,7) cité par ZBAKH et EL ABBASI (2012), cette valeur est proche de

celle trouvée par ESMAIL et al. (2013) pour des margines marocaines.

Ces résultats montrent que nos margines sont des effluents très acides. Cela est dû à la

présence des acides organiques comme les acides phénoliques (HAMDI, 1993) et les acides

gras comme l’acide palmitique, l’acide oléique, l’acide linoléique et l’acide arachidique

(AMARAL et al, 2008 ; ASFI et al, 2012), ainsi qu’a la fermentation des sucres (HAMDI,
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1991). Et aussi peut être expliqué par des réactions d’auto-oxydation et de polymérisation qui

transforment les alcools phénoliques en acides phénoliques (ABEER et al, 2013).

4.1.2. La conductivité
La conductivité des margines dépend de leur teneur en sels minéraux (ZBAKH et EL

ABBASSI, 2012). Les résultats obtenus pour les margines issues de l’huilerie moderne sont

de l’ordre de [12,2 ± 0,13] mS/cm. Ces résultats sont proches des résultats obtenus par

DANILAKIS et al (2011) pour des margines issues d’une huilerie localisée à Patras(Grèce)

qui est de 11,28mS/cm. et sont supérieurs par rapport aux résultats obtenus par ACHAK et al

(2008) pour des margines de la région de Marrakech (Maroc) qui est de l’ordre de 8,4mS/cm.

AISSAM (2003) et ACHAK et al (2011) ont mentionné que cette différence en

conductivité des margines est due à la richesse naturelle des olives en sels minéraux, ainsi que

leur conservation au niveau des usines avant leurs trituration.

4.1.3. Teneur en matière sèche
La teneur moyenne en matière sèche (MS) pour les margines issues de l’huilerie moderne

sont de l’ordre de [82,7 ± 0,83] g/l. Cette valeur est proche de celle trouvée par ESRA et al

(2001) pour des margines issues d’une huilerie située à Istanbul (Turquie) qui est de [78,2 ±

13,6] g/l, et supérieure par rapport a la valeur citée par DANELLAKIS et al (2011) pour des

margines issues d’une huilerie située a Patras (Grèce) qui est de [64,68 ± 1,03] g/l et par

rapport a celle trouvé par ACHAK et al (2007) qui est de [56,75 ± 2,51] g/l.

Les variations de la teneur en matière sèche peuvent être dues à des paramètres

climatiques et géologiques, à des variations botaniques, au stade de maturation de l’olive et au

procédé d’extraction d’huile (LEULMI, 2011).

4.1.4. Teneur en eau
Les résultats obtenus  se situent dans l’intervalle de (83 – 94%) cité par NOUBIH et al

(2007) qui sont de l’ordre de [92 ± 0,05] %.

Les taux d’humidité élevés des margines s’expliquent par l’eau existant habituellement

dans les olives d’une part, et d’autre part, par l’eau ajoutée au cours du processus d’extraction

d’huile d’olive (PROCIDA et CECCON, 2006).

4.1.5. Teneur en matière minérale et en matière volatile sèche
La teneur moyenne des margines modernes (MM) en matière minérale sèche (MMS) est

de l’ordre de [13,55 ± 0,18] g/l ce qui est équivalent à 16,38 g/100g de poudre de margines.

Cette valeur est proche de celle trouvée par MEKKI et al (2007) pour des margines
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tunisiennes qui est de [10 ± 0,43] g/l, et supérieure par rapport à la valeur trouvée par

ACHAK et al (2009) pour les margines de la région de Marrakech (Maroc) qui est de l’ordre

de [5,29 ± 0,05] g/l. Cette différence est expliquée par le degré de maturation et la variété des

olives (LEULMI, 2011).

La teneur des MM en matière volatile sèche (MVS) est de l’ordre de [68,72 ± 0,79] g/l ce

qui est équivalent à 83,1 g/100g de poudre de margine. Cette valeur est proche de celles

trouvée par HAMDI (1993) pour des margines issues d’une huilerie localisée à Sfax (Tunisie)

qui est de l’ordre de 55g/l, et supérieur à celles rapportées par SABBAH et al (2009) pour des

margines de la région de Marrakech (Maroc) qui sont de l’ordre de [11 ± 1,12] g/l.

Cette différence est due aux conditions climatiques, méthodes d’extraction de l’huile

d’olive ainsi qu’au temps de stockage des olives avant leur trituration (LEULMI, 2011).

4.1.6. Teneur en matière en suspension
Les margines étudiées sont riches en matière en suspension (MES), la teneur est de

l’ordre de [8,9 ± 0,15] g/l et elle est équivalents à 10,76 g/100g de poudre de margine. Cette

valeur est proche de celle rapportées par FIESTAS ROS DE URSINOS et BORJA (1992)

pour des margines Espagnoles qui est de l’ordre de 9g/l, et inferieur à celle rapportée par

ESRA et al (2001) pour des margines issues d’une huilerie issues à Istanbul qui est de [27,6 ±

5,1] g/l.

La différence dans la teneur en (MES) est peut être due à des paramètres climatiques et

géologiques, à des variations botaniques, au stade de maturation de l’olive et au procédé

d’extraction d’huile (LEULMI, 2011).

4.1.7. Teneur en matière grasse
La teneur moyenne en matière grasse (MG) résiduelle présente dans les MM étudiées est

de l’ordre de [10,57 ± 0,19] g/l, elle est équivalente à 12,78 g/100g de poudre de margine.

Cette valeur est très proche de celle de l’étude de BILKA et al. (2009) par la méthode

gravimétrique pour des margines issues d’une huilerie localisée à Patras (Grèce) qui est de

[10,78 ± 1,39] g/l.

La différence dans la teneur en matière grasse est en relation avec  la qualité et le degré

de maturation des olives (AMARAL et al, 2008).

4.1.8. Teneur en polyphénols

Ces effluents sont caractérisés par la richesse en composés phénoliques, la teneur

enregistrée pour les MM étudiées est de [5,58 ± 0,5] g/l ce qui est équivalent à 6,74 g/100g de
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poudre de margine. Cette valeur dépasse largement la limite de la législation

environnementale qui est de [0,5 x10-3] g/l pour les polyphénols (PINTO et al, 2005). Cette

valeur est proche aussi de celle trouvée par TZIOTZIOS et al (2007) pour des margines

grecques et par GONCALVES et al (2011) pour des margines portugaises 7,7g/l. Cette valeur

est supérieure par rapport à celle des margines marocaines rapporté par EL HAJOUJI et al

(2008) qui est de 0,79g/l.

Cette variation de la teneur en polyphénols dépend de plusieurs facteurs qui sont : Les

conditions climatiques et géographiques (ZIOGAS et al, 2010), l’état physiologiques et l’âge

de la plante (DE LEONARDIS et al, 2008), la température des olives avant et durant le

broyage influence sur la solubilisation des polyphénols (CAPONIO et CATALANO, 2001), la

variété de l’olivier, les conditions de culture et le degré de maturation des olives (FIESTAS

ROS DE URSINOS et BORJA, 1992 ; ZIOGAS et al, 2010).

4.1.9. Teneur en Sucres totaux
La teneur moyenne en sucres totaux présentent dans les MM étudiées est de l’ordre de

[14,65 ± 1,05] g/l, cette teneur est équivalente à 16,74 g/100g de poudre de margine. Cette

valeur se situe dans l’intervalle de (10 à 80) g/l cité par PROCIDA et CECCON, (2006). Elle

est inférieure à celle rapportée par DANILAKIS et al. (2011) pour des margines issues d’une

huilerie localisée à Patras (Grèce) qui est de l’ordre de [41,65 ± 0,07] g/l et par LEULMI

(2011) pour des margines issues d’une huilerie située dans la région de Jijel (Algérie) qui est

de 39,91g/l.

Cette valeur dépasse légèrement l’intervalle cité par ZBAKH et EL ABBASSI (2012) qui

est de (1,3 à 8,79) g/l, ce qui prouve la richesse des margines étudiées en sucres totaux. Cette

teneur élevée en sucres totaux peut être expliqué par l’absence d’une fermentation pendant le

stockage (HAMDI, 1991).

4.1.10. Teneur en protéines
La fraction protéique des margines est représentée essentiellement par les acides aminés

libres. Les plus abondants sont la proline, la glycine, l’acide aspartique et  l’acide glutamique.

Les résultats obtenus qui sont de l’ordre de [2,31 ± 0,06] g/l et sont équivalents à 2,8

g/100g de poudre de margines. Ces résultats sont proches de ceux trouvés par ASFI et al.

(2012) pour des margines issues d’une ville au sud de la Grèce (Kalamata) qui sont de l’ordre

de [2,67 ± 0,75] g/l, et supérieur de ceux trouvés par LOPES et al (2008) pour des margines

portugaises qui sont 0,516g/l.
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4.2. Résultats et discussion de l’étude microbiologique in vitro et in situ
4.2.1. Résultats du test in vitro

4.2.1.1. Résultats du  criblage de la production d’aflatoxines sur milieu CAM de
la souche testée

Dans le milieu CAM, les aflatoxines, combinées aux matières grasses de noix de coco,

donnent une fluorescence visible sous UV (366nm) surtout sur le revers du mycélium. En

effet, après 72 heures d’incubation à 28°C, la souche test productrice d’aflatoxine B

développe autour du mycélium une fluorescence bleue, visible sous lumière UV à 366nm et

un revers de la colonie jaune orangé visible à la lumière du jour. Après 7 jours d’incubation ?

les résultats obtenus sont consignés dans les figures 6 et 7

Souche d’Aspergillus flavus productrice
d’aflatoxine.

Observé à l’oeil nu

Souche d’Aspergillus flavus non
productrice d’aflatoxine.

Observé à l’oeil nu

Figure 6 : Revers jaune orangé (observé à l’oeil nu).Culture d’Aspergillus flavus après 7
jours d’incubation sur milieu CAM à 28 °C.
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Souche d’Aspergillus flavus productrice
d’aflatoxine

Fluorescence bleue à 366 nm

Souche d’Aspergillus flavus non productrice
d’aflatoxine

Absence de fluorescence bleue à 366 nm

Figure 7: Mise en évidence  sous lumière UV à 366nm de la production des aflatoxines
par Aspergillus flavus sur milieu CAM après 7 jours d’incubation à 28°C.

4.2.1.2. Résultats de la détermination de la CMI, biomasse et nature de l’activité
de la poudre et de l’extrait phénolique des margines

Une diminution correspondant à la croissance du mycélium fongique en présence des

concentrations croissantes de poudre et de l’extrait phénolique des margines (EP) a été

observée dans la présente étude (figure 8 et figure 9).

Figure 8: Inhibition de la croissance d’A. flavus par la poudre de margine après 7 jours
d’incubation à 28°C sur milieu PDB
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Figure 9: Inhibition de la croissance d’A. flavus par l’extrait phénolique des margines
après 7 jours d’incubation à 28°C su milieu PDB

L’inhibition complète de la croissance mycélienne a été établit à partir de la biomasse du

mycélium. Cette inhibition totale correspond à la concentration minimale inhibitrice qui est de

0,5g/ml pour la poudre (tableau XI en annexe 3 et figure10) et de 1000 ppm pour l’EP des

margines (tableau XII en annexe 3 et figure 11). L’étude statistique a démontré, que cette

diminution du poids du mycélium est très hautement significative (P<0,001).

Figure 10: Histogramme de la biomasse du mycélium en présence de la poudre des
margines
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Figure 11: Histogramme de la biomasse du mycélium en présence de l’extrait
phénolique des margines

La poudre et l’EP des margines ont exercé une activité fongistatique. Cette activité

puissante est en relation avec l’interaction des différents composés chimiques et

microbiologique des margines, pour ce qui est de l’extrait phénolique, l’activité est due aux

différents constituants actifs ( les acides phénoliques, flavonoides)

Jusqu’à l’heure actuelle, aucune étude n’a été réalisée sur l’activité antifongique de la

poudre de margine, alors que pour les EP de margines des études ont été réalisées sur

l’activité antibactérienne et antifongique (SENANI et MATI-MOULTI, 2012 ; ESMAIL et al,

2015).  Beaucoup d’études ont été faites sur l’activité antifongique des huiles essentielles

(H.E) jusqu'à aujourd’hui (LI et al, 2016). Selon SRIVASTAVA et al (2008),  l’étude a

montré une inhibition totale de la croissance du mycélium d’Aspergillus flavus sur milieu

SMKY à des concentrations de 1000 ppm (mg/l) avec l’huile essentiel Cinnamomum

camphora et Alpiinia galanga, ce résultat est équivalent à celui de notre études avec les EP

des margines. Une autre étude réalisée par TATSADJIEU et al (2008) a montré une inhibition

incomplète de la croissance mycélienne sur milieu SMKY à des concentrations de 1000 ppm

avec les huiles essentielles suivantes Plectranthus glandulosus et Ocimum gratissimum. Le

poids sec du mycélium à des concentrations de 1000 ppm en présence des deux H.E est de

[0,502 ± 0,0] g pour Ocimum gratissimum et de [0,503 ± 1,14] g pour Plectranthus

glandulosus, alors qu’il est de [0,00 ± 0,00] g dans notre étude.
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4.2.1.3. Résultats du test antiaflatoxinogène

Parallèlement au premier test réalisé sur milieu PDB, un autre test complémentaire a été

effectué sur milieu SMKY afin de mesurer les potentialités antifongiques que possèdent la

poudre et l’EP sur la production des aflatoxines par cette A. flavus, connue par ces immenses

potentialités à produire des mycotoxines dont les plus toxinogénes sont les aflatoxines B1 (LI

et al, 2016). La CCM n’a révélé aucune production d’aflatoxines pour toutes les

concentrations testées aussi bien pour la poudre et l’EP des margines par rapport au témoin

(figure 12), Ce résultat est dû, soit à l’inhibition totale de la production d’aflatoxines par les

concentrations utilisées, soit à la très faible quantité d’aflatoxines produites non détectés par

CCM.

Figure 12: Photographie du chromatogramme obtenu sur les extraits d’aflatoxines
de la souche test A. flavus (révélation à l’UV à 366nm)

Les spots obtenus au niveau du témoin sur le chromatogramme de la figure 12

confirment la présence de production d’aflatoxines  par rapport aux concentrations testées.
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L’inhibition de la production d’aflatoxine ne peut être attribuée à une insuffisance de

croissance, en effet, la baisse de la production de l’aflatoxine B1 n’est pas en relation avec la

croissance du mycélium (TATSADJIEU et al, 2008).

Selon SARIVASTAVA et al (2008), la croissance du mycélium de [0,28 ± 0,01] g  à une

concentration de 750 ppm a permis d’enregistrer une absence de production d’aflatoxine. Ce

résultat est équivalent à celui de notre étude où nous avons enregistré un poids du mycélium

de [0,12 ± 0,00] g et une absence de production d’aflatoxine B1.

Selon l’étude menée par MOHAMMEDI et al (2010), les résultats enregistrés expliquent

une relation proportionnelle entre les biomasses et la production des aflatoxines, qui est dose-

dépendante avec l’HE de Thymus Fontanesii récoltées dans la région nord ouest de l’Algérie.

4.2.2. Résultat du test in situ
4.2.2.1.Choix de la matrice alimentaire

Les résultats de la contamination de deux matrices alimentaires (blé et  maïs) sont

illustrés dans la figure 13 et la figure 14.

Absence de croissance de la souche sur
blé de variété : VITRON après

incubation à 28°c pendant 21 jours

Absence de croissance de la souche sur blé
de variété : SIMETO après incubation

pendant 21 jours
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Absence de croissance de la souche sur
blé de variété : CHEN’S après incubation

à 28°c pendant 21 jours

Absence de croissance de la souche sur blé
de variété : HD-1220 après incubation à

28°c pendant 21 jours
Figure 13: Absence de croissance de la souche Aspergillus flavus sur les différentes

variétés de blé après incubation à 28°C pendant 21 jours

Figure 14: Croissance de la souche Aspergillus flavus après incubation à 28°C pendant 3
jours

L’étude préliminaire à démontré que le blé est difficile à être contaminé par Aspergillus

flavus après une incubation de 21 jours à 28°C, par rapport au maïs ou une croissance

mycélienne a été observée au bout de 3 jours jusqu'à envahissement  total de la boite au bout

de 7 jours.
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La prédominance du genre Aspergillus dans la flore contaminant les céréales est mise en

évidence dans les études réalisées par RIBA et al (2008), GACEM et al (2011), en Algérie, et

par TAHANI et al (2008) au Maroc. Par ailleurs, TABUC (2007) et SREENIVASA et al

(2011) confirment que le genre Aspergillus est le contaminant majeur du maïs et une grande

prévalence de l’Aspergillus flavus avec un pourcentage de 53,52%.

Les espèces du genre Aspergillus sont connues comme des moisissures de stockage

(MORENO et al, 2009, MAKUN et al, 2007); selon RIBA et al (2008), le manque de

ventilation couplé à une température élevée, favorise la croissance de ces espèces

xérotolérantes.

L’absence de croissance d’Aspergillus flavus au  niveau du blé peut être associée à une

résistance des variétés vis à vis de la souche.

4.2.2.2. Humidité

D’après les résultats obtenus par l’humidimètre à infrarouge, la valeur moyenne obtenue

est de 11,50 % ± 0,97. SULTANA et al, (2015) a rapporté que l’humidité initiale du maïs est

de 11.10%, ce résultat est approximatif à celui trouvé dans notre étude.

4.2.2.3. Résultats de l’effet antifongique et anti-aflatoxinogènique de la poudre
et de l’extrait phénolique des margines sur le maïs contaminé par
Aspergillus flavus

4.2.2.3.1. Test antifongique
Au vu des résultats obtenus sur le milieu SMKY et PDB, le maïs a été réservé pour le

test de contact direct.

La figure 15 consigne les résultats obtenus sur l’effet de la poudre et l’EP des margines

sur la croissance d’Aspergillus flavus in situ après une incubation de 7 jours.

Témoin
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0.2 g/ml 125 ppm

0.4 g/ml 250 ppm

0,6 g/ml 500 ppm
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Figure 15: Effet de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur la croissance
d’Aspergillus flavus in situ après une incubation de 7 jours.

La figure 15 montre une inhibition de la sporulation à partir de 0,4 g/ml pour la poudre et

500 ppm pour l’EP des margines.

Les résultats obtenus in situ montrent bien une diminution logique du diamètre de

croissance d’Aspergillus flavus avec la poudre (figure 16) et l’extrait phénolique des margines

(figure 17). Cette diminution indique une activité antifongique positive. L’activité

antifongique enregistrée est apparue nulle à une concentration de 0,8 g/ml pour la poudre de

margine et à une concentration de 1000 ppm pour l’EP.

L’analyse de variance ANOVA a démontré que les concentrations 0,2 g/ml de la poudre

et 125 ppm de l’EP des margines n’ont pas d’effet inhibiteur sur la croissance d’Aspergillus

0,7 g/ml 750 ppm

0,8 g/ml 1000 ppm

Poudre de margine Extrait phénolique des margines
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flavus (Pvalue>0.05), alors que les autres concentrations ont un bon effet inhibiteur

(Pvalue<0,001)

Figure 16: Effet de la poudre de margine  sur la croissance de la souche A. flavus in situ
après 7 jours d’incubation à 28 ± 02°C.

Figure 17: Effet de l’extrait phénolique des margines  sur la croissance de la souche
A. flavus in situ après 7 jours d’incubation à 28 ± 02°C.

En effet les pourcentages d’inhibition étudiés de la poudre et de l’EP des margines avec

A. flavus sont plus importants après 7 jours d’incubation. Ces données sont consignées dans

les tableaux XIII et XIV
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Tableau XIII: Pourcentages (%) d’inhibition de la poudre de margines sur la souche
A.flavus après 7 jours d’incubation

Concentrations (g/ml)
Poudre de margine

Pourcentage d’inhibition (%)

Témoin /

0,2 00 ± 00

0,4 22,9 ± 3,21

0,6 44,5 ± 3,05

0,7 69,4 ± 3,21

0,8 100 ± 00

Tableau XIV: Pourcentages (%) d’inhibition de l’extraits phénolique des margines sur
la souche A.flavus après 7 jours d’incubation

Concentrations (ppm)
Extrait phénolique des

margines

Pourcentage d’inhibition (%)

Témoin /

125 00 ± 00

250 13,9 ± 5

500 41,2 ± 3,60

750 66 ± 2,52

1000 100 ± 00

D’après les résultats obtenus avec la poudre et l’EP des margines, le pourcentage

d’inhibition a atteint au bout du septième jour une valeur de 100% pour une concentration de

0,8 g/ml en présence de la poudre de margine et aussi pour une concentration de 1000 ppm

pour l’EP des margines. Des résultats similaires ont été rapportés par BLUMA et al (2008),

un pourcentage d’inhibition de 100% est obtenu à une concentration de 1000 ppm en présence

de 5 huiles essentielles : Pimpinella anisum L, Peumus boldus, Hedeoma multiflora, Syzygium

aromaticum L et Lippia turbinate.
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4.2.2.4.Test antiaflatoxinogénique
La chromatographie sur couche mince de la poudre de margine a permis de séparer

plusieurs spots, apparus sous formes de taches colorées après révélation sous lumière UV à

une longueur d’onde de 366 nm. Les spots correspondants à l’aflatoxine B donnent une

fluorescence bleue (figure 18).

Figure 18: Photographie de chromatogramme obtenue sur les extraits d’aflatoxines
de la souche test A. flavus (révélation à l’UV)

Sur le chromatogramme de la figure nous avons observé l’effet de la poudre et l’EP des

margines sur la production d’aflatoxines. En effet, l’apparition d’un spot à la concentration de

0,2 g/ml pour la poudre de margine et une diminution progressive des  tailles des taches pour

les concentrations de 250, 500, 800 ppm pour l’EP des margines jusqu'à une disparition pour

les concentrations 0,4 g/ml, 0,6 g/ml, 0,8 g/ml pour la poudre de margine et la concentration

de 1000 ppm pour l’EP.

Selon l’étude réalisée par BLUMA et ETCHEVERRY (2008), cinq types d’huiles

essentielles ont été testées afin d’inhiber la production d’aflatoxine in situ. L’huile essentielle
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de Pinpinella anisum L. (Anis)  n’a pas d’effet inhibiteur sur la production d’aflatoxine,

Hedeoma multiflora Benth (Mountain thyme) et Syzygium aromaticum L. (Clove) ont un effet

inhibiteur à 1000µg/g, Lippia turbinate (Poleo) et Pëumus boldus Mol (Boldus) ont un effet

inhibiteur  2000 µg/g. L’effet inhibiteur de la production d’aflatoxine a été obtenu à de faible

dose par rapport à celle tester dans notre étude.

4.2.2.5. Autres résultats
La poudre et l’EP des margines ont un effet inhibiteur sur la germination du maïs (figure

19)

Germination du maïs

Inhibition de la germination avec la
poudre de margine

Inhibition de la germination avec l’extrait
phénolique des margines

Figure 19: Effet de la poudre et de l’extrait phénolique des margines sur la germination
du maïs après humidification et ajout de concentration

La germination du maïs est une phase physiologique qui correspond à la transition de la

phase de vie latente de la graine sèche à la phase de développement de la plantule. Le
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processus de germination commence dès que la graine sèche est hydratée. Cette germination a

un effet négatif sur la durée de conservation ainsi que sur la valeur nutritionnelle (BEWLEY,

1997).

La poudre ainsi que l’extrait phénolique des margines ont exercé un effet inhibiteur de la

germination des graines à de faible concentration, 0.2 g/ml pour la poudre et à 125 ppm pour

l’EP des margines. Le même fait a été rapporté par  MEKKI et al (2008).
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CONCLUSION

Dans le but de la recherche de nouvelles molécules capables de réduire ou d’inhiber  la

croissance fongique et la production d’aflatoxines et également dans le but de valoriser des

sous produits des industries oléicoles qui posent des problèmes de pollution comme les

margines nous avons tenté d’étudier les effets antifongiques de la poudre et les extraits

phénoliques des margines.

L’objectif de ce travail est d’une part, la caractérisation de quelques paramètres

physicochimiques des margines issues d’une huilerie utilisant le système de centrifugation à

trois phases et d’autre part, l’étude de l’effet antifongique de la poudre et des extraits

phénoliques de margines vis-à-vis d’Aspergillus flavus.

La caractérisation physicochimique des margines a démontré leurs richesse en eau et en

matière organique et minérales. La teneur en eau est de 92 ± 0,05% et la teneur en matière

sèche est de 82,7 ± 0,83g/l, avec une forte teneur en composés phénoliques qui est de 5,58 ±

0,5 g/l et aussi en sucres totaux qui est de 13,84 ± 0,98  g/l. la forte acidité et conductivité des

margines aussi ont été démontré et sont de l’ordre de 4,88 ± 0,09 et de 12,2 ± 0,13 mS/cm

respectivement.

Les résultats issus de l’étude microbiologique ont montré que la poudre et les EP des

margines exercent une importante activité antifongique vis-à-vis d’ A. flavus. En effet de

faibles doses ont conduits à l’inhibition de la croissance et même à l’absence de sporulation.

Ces résultats sont prometteurs et suggèrent la possibilité d’utiliser la poudre et les extraits

phénoliques comme moyens de lutte biologique. En effet en tant qu’additifs alimentaires

naturels préservateurs, la poudre et les EP des margines promettent un large champ

d’utilisation. Etant donné que l’aflatoxine B1 pose un problème sanitaire sérieux par leur

capacité à contaminer une large gamme de céréale notamment le maïs. L’emploi de ces

molécules naturelles constitue une alternative qui permet aux industriels du secteur

agroalimentaire de s’affranchir de l’étiquetage systématique relatif aux ingrédients

synthétiques (antioxydants et antifongiques synthétiques…) qui suscitent la suspicion du

consommateur parfois à sa juste valeur.
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Ces résultats obtenus in vitro et in situ ne constituent qu’une première étape préliminaire.

Des essais complémentaires seront nécessaires et devront confirmer les performances mises

en évidence. Il serait donc intéressant de mener dans l’avenir :

 penser à la décoloration des margines lors de son application sur matrice alimentaire ;

 approfondir l’étude par la réalisation d’une HPLC pour la quantification des

aflatoxines ;

 des études détaillées sur les fractions de la poudre et des extraits phénoliques des
margines démontrant une activité antifongiques et anti-aflatoxinogène in vitro et in
situ. En vue d’identifier les composés responsables de cette activité par des techniques
plus performantes chromatographiques ou électrophorétiques.
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Annexe 1

1. La préparation de la solution de carbonate de sodium à 20% (NUNZIA CICCO
et al, 2009):

La solution de carbonate de sodium est préparée en dissolvant à 70 ou 80° C au bain

marie 20g de carbonate de sodium Na2CO3 anhydre dans 100ml d’eau distillée.après avoir

laissé refroidir pendant une nuit (à +4), une cristallisation de la solution sursaturée est

provoqué en ajoutant un cristal de carbonate de sodium 10 fois hydraté (Na2 CO3, 10 H2O),

après cristallisation, la solution est filtrée sur laine de verre.

2. Dosage des composés phénoliques :

 Courbe d’étalonnage :

A partir de la solution mère, nous préparons une gamme d’étalonnage allant de

[0 -0,1] mg/ml d’acide gallique.

La concentration de la solution mère est de 0,1 mg/ml.

La courbe d’étalonnage de l’acide gallique est donnée dans la figure suivante :

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration d’acide gallique  et des densités

optiques à 760 nm.

y = 0,0068x
R² = 0,9951
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1. Détermination de la teneur des margines en  Sucres Totaux :

 Courbe d’étalonnage :

La concentration de la solution mère de glucose est de 0,05 mg/ml.

A partir de cette solution mère, nous préparons une gamme d’étalonnage allant de

[0 –50] µg/ml de glucose.

La courbe d’étalonnage du glucose  est donnée dans la figure suivante :

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration du glucose et des densités

optiques à 492 nm.

y = 0,0204x
R² = 0,9967
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2. Détermination de la teneur des margines en protéines :

 Courbe d’étalonnage :

La concentration de la solution mère de BSA est de 0,04 mg/ml.

A partir de cette solution mère, nous préparons une gamme d’étalonnage allant de

[0-40] µg/ml de BSA.

La courbe d’étalonnage de la BSA est donnée dans la figure suivante :

Courbe étalon obtenue en fonction de la concentration de BSA et des densités optiques

à 595 nm.

y = 0,0252x
R² = 0,9987
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Annexe 2

La Composition des milieux de cultures utilisés :

1. Milieu PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar) :
Pomme de terre………………………..….200g
Agar………………………………………..15g
Glucose……………………………….……20g
Eau distillée……………………………. 1000ml
pH final= 5,6 ± 0,2

Ramollir la pulpe de pomme de terre dans 300ml d’eau en chauffant. Ajouter ensuite le
glucose et l’agar. Porter à ébullition pour solubiliser l’agar puis filtrer sur gaze et compléter à
un litre avec de l’eau distillée.

2. Milieu CAM : Coconut Agar Medium : milieu à base de coco gélosé
Noix de coco déchiquetée………….100g
Eau distillée………………………..300ml.
Tissu en mousseline
Agar ………………………………..20g
Eau distillée………………………. 1000ml

Préparation : 100g de noix de coco déchiquetée sont homogénéisés pendant 05 min avec
300 ml puis porté à ébullition, le mélange est filtré à l’aide du tissu en mousseline.
Le pH final ajusté à 7 avec une solution de NaOH 2N (cette étape on peut ne pas l’effectuer)
Le filtrat est additionné de 20 g d’agar puis complété à 1000ml par l’eau distillée.

3. Potato Dextrose Broth (PDB) :
Pomme de terre…………………………… 200 g
Glucose………………………………..…… 20 g
Eau distillée…………………………...... 1000 ml

Laver la pomme de terre ; couper en cubes dans 300 ml d’eau distillée; Porter à ébullition
pendant 30 – 45 min. Écraser la pomme de terre, filtrer puis ajouter le glucose. Compléter le
volume à 1000 ml.

4. Semi synthetic liquid medium (SMKY)
Saccharose…………………………………200 g
Sulfate de magnésium………………………0,5 g
Nitrate de potassium…………………………3 g
Extrait de levure………………………………7 g

Les ingrédients sont mélangés à 1000 ml d’eau distillée.

NB : tous les milieux sont stérilisés par autoclave durant 20min à 120°C.



Annexe 3

Tableau XI: L’efficacité de la poudre de margine sur la biomasse du mycélium (g) de la

souche toxigénique d’A. flavus dans le milieu PDB

Concentration
Poudre de margine

g/ml

Biomasse du mycélium (g)

Témoin 0,27  ± 0,05

0,1 0,16  ± 0,03

0,2 0,11  ± 0,02

0,3 0,09  ± 0,01

0,4 0,03  ± 0,01

0,5 0,00 ± 0,00

Tableau XII: L’efficacté de l’extrait phénolique des margines sur la biomasse du
mycélium (g) de la souche toxigénique d’A. flavus dans le milieu PDB

Concentration
Extrait phénolique

mg/ml (ppm)

Biomasse du mycélium (g)

Témoin 0,25  ± 0,05

125 0,22  ± 0,01

250 0,19  ± 0,01

500 0,13  ± 0,00

750 0,12  ± 0,00

1 000 0,00  ± 0,00
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