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Résumeé

Les aflatoxines et les mycotoxines d’'ureniare générale posent un probléme sérieux
de sante publique par leurs effets néfastes (btEpaques, immunotoxiques, tératogenes, et
cancérigenes....etc) et d'ordre économique. A I'Beactuelle les polyphénols captent
I'intérét des chercheurs et occupent une placaasgionnante parmi plusieurs recherches
menées concernant I'efficacité de ces moléculegatieleur particularité a avoir un pouvoir
antioxydant et une activité inhibitrice sur diversspeces pathogénes.

Dans ce travail, la variété d'oliviehamlal a été choisie pour sa prépondérance et sa
résistance aux pathogenes. Les concentrationgolgphénols obtenues par les extraits des
produits et sous produits d'olivier (pulpes, fezsllet margines) sont de I'ordre de
[7,49 £ 0,31] mg/g, [16,78 = 1,02] mg/g, [2,62 30] mg/ml respectivement exprimes en
équivalent d’'acide gallique. Ces extraits phénagant montrés une activité antifongique vis
a vis des deux souches de moisissubepergillus flavuset Aspergillus parasiticus
potentiellement pathogenes et contaminatrices\idsds matrices biologiques en particulier
dans le domaine agroalimentaire. Des composés phée® ont été aussi testes
individuellement (vanilline, acide caféique, acidallique, oleuropéine, tannins) afin
d’évaluer leurs pouvoir inhibiteur sur ces deux ctms. Les résultatsobtenus avec la
méthode de contact direct avec les composeés edxdiests phénoliques aux concentrations
de 0,1%, 1% et 2,5% dans le milieu CAM (milieu asdale noix de coco, sélectif) ont
montrées qu’aux faibles doses ils exercent ungigzinhibitrice de croissance et voir méme
anti-aflatoxinogénique vis a vis des deux soudbagiques. La production d’aflatoxines a
été évaluée par UV a 366nn et les résultats ontatrmés aussi bien qualitativement que
semi-quantitativement par CCM. Les meilleurs rigdsllont été obtenus a la concentration de
2,5%.

Ces résultats suggérent une valorisatianpteduits et sous produits oléicole qui sont
une source non négligeable en composés phénoliguesjtilisation comme moyens de lutte
biologique contre les moisissures particulieremengenreAspergilluss’avére prometteuse
dans le secteur agro-alimentaire

En effet I'emploi de ces substances ndeseatonstitue une alternative qui permet aux
industriels du secteur agroalimentaire de s’affnénde I'étiqguetage systématique relatif aux
ingrédients synthétiques (antioxydants et antifgngs synthétiques....) qui suscitent la
suspicion du consommateur parfois a sa juste valeur

Mots-clés : polyphénols, extraits polyphénoliqued’oliviers, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, aflatoxines variété d'oliveschamlal, pouvoir antioxydant,
pouvoir antifongique, pouvoir anti-aflatoxinogénique



Abstract

Aflatoxins and the mycotoxins generalfsp a serious problem of public health by
their harmful effects (hepatotoxic, immunotoxietatogenic, and carcinogenic... etc) and
of an economic nature. At present the polyphenolkct the interest of the researchers
and occupy an impressive place among several dsaandertaken concerning the
effectiveness of these molecules of share theiracheristic has to have an antioxidant
capacity and an inhibiting activity on various paEjknic species.

In this work, the variety of olive-treahamlalwas selected for its preponderance and
its resistance to the pathogenic ones. The coratamnts in polyphenols obtained by the
extracts of the products and under products okdliee ( drupes, leaves and olive mill
wast water) are about [ 7.49 + 0.31 ] mg/g, [ 86£71.02 Img/g, [ 2.62 £ 0.30 ] mg/ml
express in gallic equivalent of acid. These phenektracts have watches an antifungal
activity against two species of moulds potentigligthogenicAspergillus flavusand
Aspergillus parasiticugnd contaminants of various biological matricepanticular in the
agroalimentary field. Phenolics compounds also hasi&idually tested (vanillin, caffeic
acid, gallic acid, oleuropein and tannins) in ortkerevaluate their inhibiting capacity on
these two species. The results obtained with thinadeof direct contact with phenolics
compounds and of the phenolic extracts to the guratgons of 0.1%, 1% and 2.5% in the
selective CAM medium (Coconut Agar medium) showweat with low dose they carry on
an inhibiting activity of growth and to see everti-aflatoxinogenic against the two fungal
species. The production of aflatoxins was evalubtetlV at 366nm and the results were
confirmed as well qualitatively as semi-quantitatiwby TLC. The best results were
obtained has the concentration of 2.5%.

These results suggest a beneficiation products uarter products olive-growing
which are a considerable source compose some pbethelir use as average of biological
fight against the moulds particularly tWespergilluskind proves to be promising in the
agro-alimentary sector.

Indeed the use of these natural substances agastian alternative which makes it
possible to the industrialists of the agroalimentaector to be freed from systematic
labelling relating to the synthetic ingredients ti@xidant and synthetic antifungal....)
which causes the suspicion of the consumer sometiokeis right value.

Key words: polyphenols, polyphenolic extract fom olive-trees, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus aflatoxins, olives chamlal variety, antioxidant capacity,
antifungal capacity, anti-aflatoxinogenic capacity.
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INTRODUCTION GENERALE:

Selon RICHARD (2007) et BROCHARD et LE BACLEO0Q9),les moisissures sont
des contaminants fréquents de nombreux substrg&taié et de certains produits d’origine
animale. Leur présence peut améliorer les qualitégmnoleptiques du produit ou, au
contraire, I'altérer et conduire a I'accumulatios mhétabolites secondaires toxiques nommes
les mycotoxines.

Les mycotoxines retiennent I'attention ateau mondial en raison de leurs effets
néfastes sur la santé de ’'homme et de 'animéttehépatotoxiques, immunotoxiques,
tératogenes et cancérigenestc) (D'MELLO et MCDONALD, 1997 ; SCUDAMORE et
LIVESEY, 1998 ; BADEAet al, 2009 ; DORIANE GOUASt al, 2009).Approximativement
25% des approvisionnements alimentaires du monuteceataminées par les mycotoxines
annuellement (RAWAIletal., 2010).

En addition, les mycotoxines se retrouvertduanulées dans le mycélium et les spores
fongiques, elles sont aussi adsorbées dans lesipmss et sont transportées sous forme
d’aérosols en agrégats liés a des particules ni@sra organiques. Ce qui constitue une
autre voie d’exposition pour '’homme par inhalatiMILLER, 1992 ; WILD et HALL,
1996 ; JARVIS et MILLER, 2005).

La lutte contre les mycotoxines dans lesalits est I'un des axes des travaux menés au
niveau mondial dans le cadre dCodex alimentarius Des reglements ou des
recommandations ont été édictés au niveau natipmial européen, et des valeurs guides
existent au niveau mondial pour fiabiliser les égjegs commerciaux des denrées alimentaires
du point de vue de la sécurité sanitaire (DRAGAG&CEIal., 2005). A I'heure actuelle,
I'Europe réglemente la contamination par les afistes (dans les céréales, les fruits secs et
les épices), I'ochratoxine (dans les céréales breitéransformeées, le cafe, le jus de raisin et le
vin) et la patuline (dans le jus de pomme et legdi(ANONYME 1, 2009).

A coté de dispositions fixant des teneurgimales dans les denrées, d’autres mesures,
destinées a en prévenir I'apparition dans l'aliméoh sont exigeantes. Il s’agit d’une part de
limiter la contamination des produits par les ngsares a tous les stades de la chaine de
production (culture au champ, récolte, stockagmdfiormation....) et d’autre part de détecter
le plus précocement possible les mycotoxines dagsmatieres premiéres avant que ces
dernieres ne soient transformées en produit fIBENDER, 2007 ;MAGAN et ALDRED,
2007).

Actuellement, les méthodes courammentseégis permettent de quantifier directement la
mycotoxine. Ces techniques restent relativementenisés et ne permettent donc pas la mise
en ceuvre de plan d’échantillonnage contenant pltsieentaines voire des milliers
d’échantillons a analysé€FTURNERetal., 2009).En plus, une fois contaminées, les denrées
alimentaires peuvent difficilement étre débarrasskseces toxines en raison de leur bonne
stabilité thermique et jusqu'a présent, il n'exjzs de procédés de décontamination fiables
permettant de retirer la mycotoxine sans dénataneroduit (DRAGACCIet al, 2005 ;

BINDER, 2007 ).
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La découverte des aflatoxines a sollicitédrét des scientifiques a I'égard de la toxicité
de ces substances. La dénomination aflatoxine@éeva premiere lettre du genre
Aspergilluset des trois premiéeres lettres de I'espiimausune des principales espéeces
productrices de cette derniere (RAWAtal., 2010). Elles sont les plus recherché parmi les
groupes des mycotoxines existants.

Selon I'’Agence Internationale de Rechesirdle Cancer, les premieres observations
ont révélé qu'a fortes concentrations, les aflategisont des poisons violents, et
gu'administrées a petites doses a des animauxbdudtoire, elles produisent un cancer du
foie, TAFBL1 (aflatoxine B1) est un cancérigenelpable classé dans le groupe 1 (IARC,

1993 ; RAWAL et al, 2010).

Grace a I'enrichissement des connaissanodsesvoies de biosynthése des toxines,
certaines molécules biochimiques présentes dangdgdaux s'averent, de part leur structure
et propriétés chimiques, étre de bon candidatsegptibtes d’interférer avec la production de
toxines (ANONYME 5, 2006 BLUMA et ETCHEVERRY, 2008 PASSONEetal, 2009 ;
REDDY et al, 2009.

Bien que une grande partie du XXeme siéitl&té consacrée a la mise au point de
molécules de synthése, la recherche de nouveaemtsagharmacologiques actifs via le
screening de sources naturells'est soldé dans la découverte d’'un grand nombre de
molécules bioactivesC’est pour cela que I'ethnobotanique et I'ethnopteologie
s’emploient a recenser, partout dans le monde, plistes réputées actives et dont il
appartient a la recherche moderne de préciserrtgmigtés et valider les usages (GURIB-
FAKIM, 2006 ; QUIROGAetal, 2008).

A I'heure actuelle les polyphénols capteittérét des chercheurs et occupent une place
impressionnante parmi plusieurs recherches menépsidd plus d’'une dizaine d’année,
concernant le concept d’alimentation santé (SCALBERal, 2002 ; CEVALLOS-CASALS
etal, 2010) Beaucoup d’études ont été mené concernant I'efficale ces molécules et leurs
pouvoir inhibiteur sur divers espéeces pathogen&REBEL et GHEDIRA, 2005 ; FALLEHet
al, 2008 ; PETTI et SCULLY, 2009).

Les études menées montrent que les acidedigtée, p-coumarique, caféique, sinapique
et chlorogenique inhibaient trés efficacement dpction de trichothécénes. Cette inhibition
semble étroitement corrélée au potentiel antioxiydae possedent ces molécules. Les acides
phénoligues bloqueraient la synthése de toxinesédnisant I'expression des principaux
genes codant les enzymes des voies de biosyntB€4£TIGNY et al, 2008 ; ANONYME
5, 2006).Ces substances sont présentes dans les olives @érdes, leur pouvoir bénéfique
ainsi que leurs actions concernant la santé huneiég longtemps étudier (CEVALLOS-
CASALSetal., 2010).

Dans ce contexte il est clair qu’'une tentatile valorisation des polyphénols provenant
des olives et des sous produits des industriesadés comme les margines, les grignons et les
feuilles d’oliviers sur I'inhibition de la sporuiah ainsi que la production des aflatoxines
pourrait étre trés intéressante comme une nousélEégie de lutte biologique contre ces
derniéres.
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Le présent mémoire a pour objectifs :

-l'actualisation des données concernant les polypls¢ les aflatoxines et les souches
fongiques productrices aussi bien au niveau physhomique que par leur mode d’action ;
-d’opter pour des méthodes d’extractions les pioples des composés phénoliques a partir
des produits et sous produits de l'olivier (olivesrtes, feuilles et margines) de la variété
chamlal Parmi les variétés @lea europea L.notre choix s’'est porté sur la varié@@amlal,
c’est al variété la plus répandue en Algérie @jgésente 40% de l'oliveraie, elle est cultivée
en grande Kabylie ou elle représente en moyenne @@%erger oléicole de cette région.
Variété vigoureuse de Kabylie, particulierementutép pour la qualité et les propriétés de
son huile. Variété dominante, son aire de cultuéesd de la Mitidja jusqu’aux Bibans
(YAKOUB-BOUGDAL, 2005 ; YAKOUB-BOUGDALetal, 2007) ;

- de quantifier les extraits phénoliques par uradessimple a mettre en ceuvre ;

- évaluer le pouvoir piégeur (scavenger) des diff&s extraits phénoliques de I'olivier mais
aussi de polyphénols pris individuellement (aciddligue) vis-a-vis d’'un radical libre
relativement stable qui est le (DPPH) qui permeivdir une idée sur leur capacité anti
oxydative ;

- et enfin évaluer les potentialités inhibitricestffongiques) des polyphénols totaux extraits
des pulpes d'olives, des feuilles et de margines!’éaluer également certains polyphénols
pris individuellement (acide caféique, acide galdigla vanilline et des tannins) sur la
croissance de deux especes fongiques appartendatsactionFlavi, Aspergillus flavuset
Aspergillus parasiticusCes deux espécesontaminent de nombreuses cultueesine grande
variété de fruits secé.. flavus est la plus répandue des espéces de cette setctamtupe des
niches écologiques tres diverses (RIBA, 20&8g se retrouve plus frequemment sur le mais
et le coton. Cette espéce est considérée commampiginon d’entreposage » bien que la
contamination débute frequemment dans les char@dITLOW et HAGLER, 2002). Dans
des conditions de croissances optimales & capable de produire une quantité
biologiquement significative de toxines en I'espdeequelques jours (RUPPOLadf 2004) .
D’autre part I'étude de l'influence des extraits$¢poliques suA. parasiticus s’est révélée
trés intéressante par comparaison afedlavus.ll semble que ces deux especes soient
physiologiquement trés semblables (TABUC, 2007)taNb que A. parasiticusest plus
spécifique de I'arachide.
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|.PRINCIPALES CARACTERISTIQUES FONGIQUES ET
MYCOTOXICOGENESE :

1.1. LesPrincipaux genres fongiques producteurs d’aflatoxies :

Les genres les plus importants de point de vuedfaaue et agroalimentaire sont les
Aspergillus, les Penicillium et les Fusarium qui représentent les contaminants les plus
fréquents desliments. On les retrouve principalement dans é&éates, mais aussi dans de
nombreuxautres produits végétaux et d’origine animale (VAR&al., 2003)

Les Aspergillusont une large répartition géographique, mais sarg pouvent associes
aux régions a climat chaud et humide (et donc eticpher les pays d’Afrique, d’Asie du
Sud et d’Amérique du Sud), que la croissance dasiplgnons toxinogenes (surtout ceux
produisant les aflatoxines) est la plus favoriSBRITEGNARO et PFOHL-LESZKOWICZ,
2002 ; TABUC, 2007). lls se développent sur laiératorganique en décomposition, dans le
sol, les denrées alimentaires, les céréales. Debmuses especes Adpergillus sont
présentes dans I'environnement humain, notammens d& poussiere et I'air (MORIN,
1994). Les espéces de cette section sont capablese diévelopper a des températures
comprises entre 10 et 48°C avec une températunmalptde 33°C (DOMSCIHet al.,1980).
Ces champignons peuvent se développer dans urumilésentant une activité de I'eay)(a
située entre 0,78 et 0,80 avec un pH allant ded2]l,2 (AYERST, 1969 ; OLUTIOLA,
1976).

LesAspergillusappartiennent a la classe descomyceteGEISERet al., 1998).Le
thalle, hyalin ou coloré, présente un mycéliumsmoné portant de nombreux conidiophores
dressés, terminés en vésicule (Figure 1).

Téte hisérice

Téte unizériée

Aspergilins

Figure 1 : La micromorphologie du genreAspergillus
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Certaines espécesAdpergillussont utilisées dans l'industrie agro-alimentairedahs
l'industrie des produits biotechnologiques notamipeur la production de métabolites utiles
telle que les enzymes, acides organiques (JARDY)200

De nombreuses espécedgpergillussont aussi connues pour leur capacité a produire
des mycotoxines responsables de pathologies asnealhumaines, notamment par le biais
de contamination des denrées alimentaires (FfTal., 2000). Ce genre comprend environ
185 especes réparties en 18 groupes morphologiquemeénétiguement et
physiologiqguement proches (RAPER et FENNELL, 196BQTTON et al 1990 ;
ROQUEBERT, 1998 ; RIBA, 2008). Une vingtaine d'esge est impliquée dans des
pathologies animales et humaines. En effet cedaiespeces Aspergillus sont des
pathogenes opportunistes; leur développement nteadss conditions locales favorables
(cavernes tuberculeuses, cancer bronchopulmonai@)cho-pneumopathies chroniques
obstructives, emphysemes, mucoviscidose...) (BACULARBt TOURNIER, 1995) ou
générales (corticothérapies prolongées, hémopatha@gnes, chimiothérapies aplaisantes,
SIDA...) (BADILLET et al 1987 ; MORIN, 1994)Aspergillus flavusest responsable
d’aspergilloses pulmonaires ou généralisées (BACRDA et TOURNIER, 1995 ; KHAN
ZU etal, 1999 ; GEORGIANNA et PAYNE, 2008).

1.2. Des mycotoxines en général aux aflatoxines garticulier :

Les mycotoxines couvrent une gamme trés vaste dellda chimiques. C'est la
conséguence du métabolisme secondaire fongiquandtabolisme secondaire differe du
métabolisme primaire fondamentalement le méme pows les étres vivants par la nature
aléatoire de son activation et par la diversitéabesposés formés et la spécificité des souches
impliquées. Il n‘est pas lié a la croissance caillalmais répond généralement a des signaux
issus de l'environnement du champignon (YIANNIKOSRét JOUANY, 2002). Si le
meétabolisme primaire est commun a toutes les esgeogiques et se rapproche des voies
meétaboliques générales permettant la synthese eatdbolisme des glucides, lipides et
protéines, le métabolisme secondaire peut étreeeanche spécifigue d’'une espéce, voire
d’'une souche fongique et de ses caractéristiquestigées.

Les voies de biosynthese sont longuesraptaxes et les réactions sont catalysées par
des enzymes de spécificité différente de cellesiétabolisme primaire. La détermination des
schémas métaboliques de biosynthese de certairedanines a été rendu possible grace a
I'utilisation d’'inhibiteurs enzymatiques et de puéseurs métaboliques (STEYN, 1980 ;
LUCHESE et HARRIGAN, 1993 ; EL KHOURY, 2007).

Les mycotoxines sont peu volatiles. Ellegetrouvent dans le mycélium et les spores
(D'MELLO et MCDONALD, 1997) et peuvent diffuser date substratum et contaminer les
produits agricoles. Les mycotoxines sont aussi rddes dans les poussiéres et sont
transportées sous forme d'aérosols en agrégata lies particules minérales ou organiques.
Des études ont été faites pour rechercher la présdrs mycotoxines dans les spores
fongiques(HAGGBLOM, 1987 ; SORENSONMt al, 1987 ; MILLER, 1992 ; LANDet al,
1994 ; FISCHERet al, 2000). En effet chaque moisissure produit un trasiadj nombre de
spores qui se présentent trées souvent sous untgsmedreux et coloré a la surface de la
moisissure. Les spores peuvent résister a destmmrslenvironnementales extrémes, ce qui
favorise leur survie dans différents milieux. Elfgsuvent étre transportées par les courants

5
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d’air ou par les humains et les animaux domestigies retrouver éventuellement dans les
habitations et les édifices (MILLER, 1992).

En milieu agricole, industriel et méme eitigu intérieur, I'inhalation de spores et de
fragments fongiques peut entrainer ou aggraveréegions immunologiques et allergiques,
avoir des effets toxiques ou causer des infectiMIiELER, 1992 ; JARVIS et MILLER,
2005). Le contact cutané direct avec des sporestiaosm une autre voie de contamination
(CASTEGNARO et PFOHL-LESZKOWICZ, 2002).

La contamination des moisissures sur liesealts ne signifie pas obligatoirement la
présence de mycotoxines. La production des mycoégxpeut s’effectuer depuis le champ
jusqu’'a I'assiette. Cependant, le type de mycoxicontaminant les aliments ainsi que la
guantité de mycotoxine produite dépendent de plusiéléments comme les espéces
fongiques, les conditions écologiques dans lesgsiédls champignons se développent. Il
dépend également de la stabilité de ces toxines ldamilieu alimentaire (CASTEGNARO
et PFOHL-LESZKOWICZ, 2002). Il y aurait, selorslauteurs des centaines de mycotoxines
répertoriées. Seule unengtaine est considérée comme potentiellementetauge pour
’lhomme et I'animal, les aflatoxines dont I'aflaior B1 (AFB1) et I'ochratoxine
(OTA) ont été classées comme cancérogenes avearks@antre International de Recherche
contre le Cancer (CIRC). (DAOHONG ZHANG& al., 2009).

Du fait de leur production et concentration dans f@oduits alimentaires, les
mycotoxines ne constituent pas une classe chimimaés peuvent se classer selon leur voie
de biosynthése (figure 2) en trois grands groufsséls TURNER (1971) ; STEYN (1980) et
TURNER et ALBRIDGE (1983):

 Les composés dérivées des acides aminés (pept)desl’alcaloide de I'ergot
(ergotamine), la roquefortine, l'acide cyclopiazpme, l'acide aspergillique, les
fumitrémorgeénes, gliotoxine, sporidesmines, trypiealine, dicéto-pipérazines, etc.

* Les composeés dérivés des terpenela toxine T2, déoxynivalénol, fusarénone,

diacétoxyscirpénol, roridines, verrucarines, trégeoes, etc.

 Les composés dérivés des polycétoacides (polyacesat: les ochratoxines, les
aflatoxines, la zéaralénone, les fumonisines, laingie, I'acide pénicillique, la
patuline, les rubratoxines, les stérigmatocystingsTOUI, 2006 ; TABUC, 2007 ;

GEORGIANNA et PAYNE, 2008 ; RIBA, 2008 ; SHIMatal, 2009).

Leur structure chimique ests diversifiée, ce qui explique leurs effets hiidpies
différents: cancérigéne, mutagene, tératogéne, rogEstigue, neurotoxique, ou
immunosuppressif (Tableau (ANONYME 1, 2009).
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Tableau I: Effets identifiés ou suspectés des priigales mycotoxines et mécanismes
d’action cellulaire et moléculaire identifiés expéimentalement (ANONYME 1, 2009).

Toxine Effets Mécanismes d’action cellulaires et
moléculaires
Aflatoxine Hépatotoxicité Formation d’adduit a ’ADN
Bl + M1 Génotoxicité Peroxydation lipidique

Cancérogenicité
Immunomodulation

Bioactivation par le cytochrome P450
Conjugaison aux GS —transférases.

Ochratoxine A

Néphrotoxicité
Génotoxicité
Immunomodulation

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

Patuline

Neurotoxicité
Mutagénese in vitro

inhibition indirecte d’enzymes

Trichothécene
(toxine T-2,
désoxynivalénol
etc.)

Hématotoxcité .
Immunomodulation.
Toxicité cutanée.

induction de I'apoptose sur progéniteur

tissu hématopoiétique et cellules immunitaires
Impact sur la synthese des protéines
Altération des immunoglobulines.

Zéralénone

Fertilité et reproduction

Liaison a@septeurs oestrogéniques
bioactivation par des réductases
Conjugaison aux glucuronyltransférases.

FumonisineB1

Lésion du systeme
nerveux central.
Hépatotoxcité.
Génotoxicité.
Immunomodulation.

Inhibition de la synthése de céramide

Altération du rapport sphinganine/ sphingosine
Altération du cycle cellulaire.
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1.3. Les aflatoxines:

1.3.1. Origine et propriétés physicochimiges des aflatoxines :

Les especes principalement connues pour dapacité a synthétiser des aflatoxines
appartiennent a la sectiéavi sont A. flavus,qui produit principalement I'aflatoxine B1 et
I'aflatoxine B2 alors qu'elle ne produit habituetient ni I'aflatoxine G1 ni I'aflatoxine G2 et
A. parasiticusqui  produit les 4 aflatoxines (B1l, B2, G1 et G2) (DNER et al, 1984 ;
GABAL et al, 1994 ; FERNANDEZ et al, 1997 ; RIZZlet al, 2003 ; ALl et al, 2005 ;
KELLER etal, 2005; LIANG ZHI-HONG etl, 2008).

Bien que plus de 20 aflatoxines aient éténtifiées les 04 principales aflatoxines
détectées dans les produits végétaux contaminds’'aéBl, 'AFB2, IAFGL, I'AFG2 et
’AFB1 est ce retrouvent en quantité importantesdess produits. En outre, I'Aflatoxine M1
issus du métabolisme de 'AFB1 lors de l'ingesta® produits contaminésst cité au cours
de beaucoup de discussions sur mycotoxines, @t trouvent souvent principalement dans
les tissus animal et les liquides biologiques @itrinesYKAAN etal, 2008 ; DAOHONG
ZHANG etal, 2009)

Une des plus célébres mycotoxines est posséelgrofil toxicologique le plus sérieux,
I'aflatoxine B1 (AFB1) dont la structure chimiqustelucidée dans le Tableau Il. Des dérivés
secondaires de 'AFB1 (AFB2, AFG1, AFG2, AFM1) aié identifiés. lls sont caractérisés
au niveau moléculaire par des structures de consmbifuraniqueauxquelles sont accolées
des pentanones (AFB) ou des lactones hexatomidfeS)((EL KHOURY, 2007 ;RIBA,
2008 ; DAOHONG ZHANGet al, 2009) Toutes les aflatoxines se rattachent a I'un de ces
deux types de structure (AFB, AFG) et different entre elles que par la position de divers
radicaux sur le noyau.

Les aflatoxines sont des cristaux incolooes jaune pale-fluorescents de fagon trés
intensesous une lumiére ultra-violette. Les aflatoxines é81B2 émettent une fluorescence
bleueles aflatoxines G1, G2, une fluorescence vert jaGes couleurs de fluorescence sont
l'origine du nom des mycotoxines (B poBlue et G pourGreer). L'aflatoxine M1 présente
une fluorescence bleu-violette sous irradiatiomatNiolette. Le M vient deMilk, car ce
meétabolite a été tout d’abord isolé du lait (PFOEHRESZKOWICZ, 1999 ; DORIANE
GOUAS et al, 2009). Les structures chimiques, les donnéestrspex des différentes
aflatoxines, les masses molaires de ces difféa#risés ainsi que Les points de fusion sont
représentés dans le tableau Il. Les aflatoxines desmolécules de faible poids moléculaire
(312 a 330 g/mol), trés peu solubles dans I'eaglubles dans les solvants non polaires. Tres
solubles dans les solvants organiques moyennemel#irgs (chloroforme et alcool
méthylique), elles sont assez facilement extrdA@&8ONYME 3, 2006).
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Masse Absorption maximale a la
Dénomination Formule brute Structure moléculaire | point de fusion | UMiere UV dans le methanol
g/mol A max (nm) €
312,3 268-269 265 12 400
Aflatoxine B1 C17H120Og (Cristallisation | 360-362 21 800
dans le
chloroforme)
314,3 286-289 265 12 100
Aflatoxine B2 C17H14Og (Cristallisation | 360-362 24 000
dans un mélange
de chloroforme
et de pentane)
328,3 244-246 265 9 600
Aflatoxine G1 C17H14Og (cristallisation | 360-362 17 700
dans un mélange
de chloroforme
et de méthanol)
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330,3 237-240 265 8 200
Aflatoxine G2 C17H1407 (Cristallisation | 360-362 17 100
dans une
solution
d’'acétate
d’éthyle)
O O
o 328,3 299 265 14 150
Aflatoxine M1 C17H1207 (cristallisation | 357 21 250
ocH dans une
: solution de
méthanol)
0O O
Aflatoxine M2 C17H 1407 o 330,29 293 264 12 100
357 22 900
OCH,
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1.3.2. Facteurs influencant la production’dflatoxines :

La prolifération des moisissures et la Bgse des mycotoxines peuvent avoir lieu avant
ou aprés la récolte, durant I'entreposage, le pamsou la transformation du produit
(ANONYME 6, 1997). Il s’agit d'un phénoméne d’'uneagde complexité qui dépend d’'une
combinaison des facteurs température et humiditéi gjue de I'oxygénation au niveau du
substrat. Les stress thermique, hydrique (sech®retsphysique (Iésions causées par les
insectes) favorisent la contamination par les rasigies et la synthése de mycotoxines
(DOWD, 1998 ; PFOHL-LESZKOWICZt al, 2002 ; NESCI et ETCHEVERRY, 2006 ;
YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002). Les conditions leslug favorables pour le
développement @& flavuset la production d’aflatoxines sont :

-Activité de I'eau supérieure a 0,83

-Température comprise entre 25 et 4Q°C

-la présence d’oxygene ;

-le développement du champignon sur des plantessses ;

-la présence d’insecte et de graines abimées ;

-le stockage en milieu chaud et humide ;

- la  Composition du substraten effet la composition qualitative et quantitatides
substances nutritives (des glucides, principalemeaut influencer la production de
mycotoxines. La présence de certaines molécules asubstrat peut aussi influencer la
production de mycotoxines. Ainsi I'acide phytiquenthue la synthése d’aflatoxine par
Aspergillus parasiticuset Aspergillus flavus En effet la présence de l'acide phytique
complexe le zinc indispensable a la biosyntheseaflatoxines, alors que la proline stimule
cette production (TABUC, 2007).

1.3.3. Effets toxiques des aflatoxines :

Les teneurs maximales en aflatoxines expieh ngg données par I'union européenne
sont de 2 ngd pour les AFB1 et 4 nghpour la totalité des aflatoxines (B1+B2+G1+G2) et
cela au niveau des arachides, des fruits secsesttéréales (LOPEEt al, 2003 ; VAN
EGMOND et JONKER, 2004 ; DAOHONG ZHANGEt al, 2009) Toute dose dépassant ce
seuil peut engendrer des effets néfastes sur td kamaine et animale.

L’effet toxique des aflatoxines sur la saatémale varient suivant l'espece, I'age, le sexe,
I'état physiologique de I'animal, le mode d'adntratson, la composition de I'alimentation.
L'AFB: est la plus toxique suivie, par ordre décroissantakicité, par 'AFM1, I'AFG1,
I'AFB2 et 'AFG2. La toxicité des aflatoxines G1, B2 et respectivement de 50, 80 et 90
% moindre que celle de 'AFECOLE et COX, 1981)Ainsi la DL50 par voie orale varie de
0,3mg/kg de poids corporel chez le caneton et 9ghglk poids corporel chez la souris
Ingérée en grande quantité, I'aflatoxine peut éagponsable de toxicités aigués. Elle se
caractérise généralement par la mort rapide desaax. lls présentent alors un foie décoloré
et augmenté de volume (hépatotoxicité) ; les rpmdsentent des signes de glomérulonéphrite
et les poumons sont congestionnés (GERALDIN& al, 2008 ; BROCHARD et LE
BACLE, 2009).

Les aflatoxines sont tératogénes et mutagdriANG ZHI-HONG et al., 2008).L'effet
tératogene est bien décrit chez les embryons d&etppaur lesquels on note un retard de
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développement, une microcéphalie, une anophtalmmepalais fendu (bec de lievre) et une
déformation des maxillaires (VESEL&f al, 1983 ; SUNG-HYE CH@tal, 2008).

Toutefois, la propriété toxique majeurel’d&B1 est son pouvoir cancerigene (BAIRD
etal., 2006 ; LIANG ZHI-HONG etal ., 2008 ; DAOHONG ZHANG eal , 2009). En effet,
cette molécule est responsable de I'apparition glitacarcinomes chez les hommes et les
animaux (VINODetal, 2008 ; SHERIFetal, 2009; CURTISetal, 2009). Pour cette raison,
elle est classée dans le groupe | des moléculestiganes chez 'lhomme par ['lARC
(ANONYME 7, 1993; REDDY etal, 2009).

1.3.4. Métabolisme et mécanisme d’action dafatoxines :

Lors de I'exposition orale chez les mamna@gres aflatoxines sont adsorbées au niveau
du duodénum. Les aflatoxines sont véhiculées dargahisme a partir d’'une fixation sur les
protéines plasmatiques (CASTEGNAR®Dal, 1999, BROCHARD et LE BACLE, 2009).
Elles subissent un métabolisme hépatique interiseipalement réalisé par I'intervention des
cytochromes P450 hépatiques (figure2). Les autmssvde métabolisme de I'AF Bl
comprennent la voie de la prostaglandine H-synsieééd la voie de la lypo-oxygénase. Deux
enzymes présentes a des concentrations élevésedassl pulmonaire.

Sous controle des cytochromes P450, [|'ARBL transformée dans I'organisme en
plusieurs métabolites dont un dérivé époxyde (ABERE-eépoxyde), principal responsable de
l'effet mutagene et cancérogene de I'AFB1 et AFMbmmunément appelé «Milk
Aflatoxinl » (BADEA et al, 2009 ; LI JUAN-JUANet al, 2010) Les autres métabolites
comprennent notamment 'AFQ1, 'AFP1, I'AflatoxicoLa détoxification de I'AFB1-8,9-
époxyde se fait essentiellement via la conjuga@moglutathion assurée par la glutathion-S-
transférase (GST). Une partie de 'AFB1 est élirid@ns la bile sous forme conjuguée au
glutathion ou de glucuro-conjugué. L’AFB1 est audl@niné par voie urinaire sous forme
inchangée ou sous forme métabolisée, notamment ABM%ous forme de dérivés conjugués
ou adduits a 'ADN (SHENG WANG-JIA&tal, 1999 ; BROCHARD et LE BACLE, 2009).
L’AFM1 peut étre retrouveé dans le lait maternel

Les effets toxiques aigues ainsi que letetancérigénes et mutagenes de 'AFB1,
implique une liaison covalente de 'AFB1-8,9- épd&yavec 'ADN, 'ARN et les protéines.
Cela se répercute au niveau de la synthése d’erzgid® impliquées dans des réactions
métaboliques essentiellESTARK, 2001) L’AFB1-8,9- époxyde a une affinité trés marquée
pour 'ADN avec lequel il produit des adduits pré&fiétiellement avec la guanine en position
N7 (figure 2). L'AFB1 est époxydé soit en dérivéoexsoit en dérivé endo. Seule la forme
exo se fixe sur la guanine pour donner un addaipriésence des adduits a ’'ADN est a
I'origine de mutation. Il s’agit essentiellementtdensversions G et T ou la guanine est
remplacée par la thymine. Approximativement 55%ldgsatocarcinomes présentent une
mutation de type AGG->AGT dans le codon 249 du géene p53 suppresseuunesits.
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C’est ainsi que I'on observe un effet immurmsesseur, des troubles de la coagulation,
une diminution de la digestion de graisses et @ellalose ainsi que de la nécrose et de la
stéatose hépatique (LEBLANC et SAINT-HILAIRE, 200RFOHL-LESZKOWICZetal,

2002; PFOHL-LESZKOWICZ, 200%

Il existe des preuves suffisantes de la cagéhicité de ses molécules chez 'homme et
'animal. Certains scientifiques considerent quezckhomme, les aflatoxines n’agiraient pas
comme cancérogenes primaires, mais plutét commeresgeur des réactions immunitaires a
médiation cellulaire favorisant le nombre de padede VHB. Les effets immunotoxiques
semble étre due a laltération de la synthése dedesm nucléiqgues et de protéines
accompagnée d’'une diminution de la prolifératiordetla production de cytokines. Parmi
d’autres multiples effets néfastes des aflatoxines, retrouve un découplage de la
phosphorylation oxydative dans les mitochondrieRQ®€HARD et LE BACLE, 2009 ;
PFOHL-LESZKOWICZ, 200%

De nombreuses études épidémiologiques d@ests de génotoxicité ont confirmé le réle
déterminant des aflatoxines, en particulier AFBda&tbs une moindre mesure AFM1, dans
I'induction du cancer hépatique. Des études plussg@es sont en cours pour en déterminer
plus précisément les mécanismes d'act{rOHL-LESZKOWICZ, 200® Le risque de
cancer lié aux aflatoxines peut étre accru jus§@'dois en présence du virus de I'hépatite B
et en cas de malnutrition (HERMAN, 1999 ; LEBLANC RAINT- HILAIRE, 2002) Cela
laisse supposer une sensibilité particuliere dasclwes les plus pauvres des populations
(PERAICAEet al, 1999). En effet plusieurs mécanismes moléagatontribuent a expliquer
le risque élevé de développement de carcinomestdubalaire lors de I'exposition
simultanée au virus de I'hnépatite B (VHB) et aulatixines (FERNANDEZet al, 1997 ;
CURTISetal, 2009). D’apres WILD eal. (1992) une ingestion de 1@ d’AFB1 associée au
virus d’hépatite B constitue un risque de dévelopgat de cancer.

L’infection par le VHB peut augmentée le nb&tigsme des aflatoxines, chez la souris, des
Iésions du foie sont associées a I'expression angraedes enzymes du cytochrome P450,
I'activité de la glutathion-S-transférase est réglen cas d’infection par le VHB.
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Métabolites hydroxylés Cytochrome i
AFM1, AFQL, AFP1 — |  Aflatoxine B1
P450
Cytochrome
P450

Aflatoxines B1- 8,9-
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Figure 2. Métabolisme et mécanisme d’action dedflatoxine B1
(PFOHL-LESZKOWICZ, 2009 )
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1.4.Méthodes d’extraction et de caractérisation des adtoxines :

Les mycotoxines spécifiqguement les aflatoxise retrouvent dans de nombreux aliments,
ce qui en terme d’analyse correspond a une mudtidelmatrices complexes. Les protocoles
destinés a la quantification des aflatoxines renémt systématiquement des étapes
préliminaires de préparation des échantillons (agey centrifugation, extraction en milieu
organique). Souvent longues et manuelles, ces £@pgent étre optimisées pour chaque
type de matrice (échantillon). Dans les alimenssd#atoxines sont souvent sous forme de
traces, c’est-a-dire en quantité minime (ppm), 8d#rieure auug/kg. Ainsi il existe toute
une panoplie de méthodes d’analyses ; on peut leitehromatographie sur couche mince
(CCM), la chromatographie liquide a haute perforogafCLHP). Cette derniére peut étre
couplée a differentes méthodes de détection quneigent aussi bien l'identification que la
guantification des aflatoxines. Ces dernieres asnksnalyse par spectrométrie de masse
s’est accrue avec le développement de techniqimsgttion dites « douces » : I'electrospray
(ESI) et lionisation chimique a pression atmospé (APCI) qui ont en outre permettent
'analyse de trés faibles quantités d’échantillddes techniques sensibles sont excessivement
couteuses et elles nécessitent un personnel IQUEBAQER, 2009 MONBALIU, 2009).
D’autres meéthodes plus récentes utilisent le ppomcde I'immunoanalyse type ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) autorisentastiileur configuration soit une détection
de type présence ou absence (résultat qualitatifj, une détection semi-quantitative ou
guantitative de la mycotoxine (LEMING LINt al, 1998 ; SUNG-HYE CHGQet al, 2008 ;
NICHOLAS etal, 2009 ; YUN TANetal, 2009).

1.5. Procédés de lutte contre la production de mytmxines:

Un procédé de décontamination des alimeetsires a l'alimentation humaine ou
animale doit étre efficace sans les rendre impspréa consommation. Il doit étre simple
d’utilisation et peu codteux car la décontaminaf@ut concerner des quantités importantes.
Le processus est d'autant plus difficile a appliggee la contamination est souvent tres
hétérogene. Il n'existe pas de méthode universgilgouisse convenir pour traiter I'ensemble
des mycotoxines. En effet les procédés de consenvgstérilisation, pasteurisation,
lyophilisation, congélation, etc.) ne détruisents pau peu les mycotoxines (HARRIS et
STAPLES, 1992). Les méthodes de détoxification cesra ce jour sont d’ordre :

* Physique :lavage, séchage, tri et séparation des poussi@ges;oques ou des peaux qui
sont le lieu essentiel de la contamination (YIANKIKIRIS et JOUANY, 2002) ;

* chimique : traitement a l'ammoniaque sous pression, additien propionate, de
formaldéhyde, d’hydrure de calcium, d’hydroxyde siedium, de chlorure de sodium,
hypochlorite de sodium, peroxyde d’hydrogene outalé autre inhibiteur de moisissures
(YIANNIKOURIS et JOUANY, 2002, REDDY etal, 2008) ;

» microbiologique : par le biais d’agents biologiques qui consistel'gout de certaines
bactéries comme exempRseudomonas fluorescegichoderma virenst Bacillus subtilis
(REDDY et al, 2009) et certaines souches de bactéries lastidoiéidobactéries)sont
capables de se lier et de détoxifier les mycotaxifeiodégradation) et réduire leur
production, ces agents ont aussi un effet sur @Essance des especes productrices
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(HASKARD et al, 2000 ; OATLEY et al, 2000 ; PIERIDESet al, 2002 ; D'SOUZAet
BRACKETT, 2002; EL-NEZAMI et al 2004 ; LIANG ZHI-HONG et al, 2008 ;
CHINAPHUTI et AUKKASARAKUL, 2008). En effet les espes citées si dessus ont
démontré respectivement 93%, 80% et 68% de rédudeola croissance A’ flavuset de
83,7%, 72,2% et 58% de réduction d’AFB1 (REDDYa&t 2009) Des recherches sont
actuellement effectuées afin de développer de Hiesvelasses de ligands naturels des
mycotoxines. Ainsi, les glucomannanes issus dealdiepexternedes parois de la levure
Saccharomyces cerevisiaent capables de lien vitro certainesmycotoxines(Ll JUAN-
JUAN etal., 2010).

La combinaison de plusieurs traitemeetdarce I'efficacité de chacun des procédés
mais ne permet pas la décontamination totale dduird WHITLOW, 2002). Le meilleur
moyen d’éviter la contamination de I'aliment relstgprévention et le contréle des ingrédients
composant la ration (YIANNIKOURIS et JOUANY, 200Zertaines pratiques culturales et
une meilleure gestion des stocks d’aliments peenetie réduire le risque de prolifération
des mycotoxines (HARRIS et STAPLES, 1998)mme par exemple :

* pratiquer la rotation des cultures pour réduirg@érsistance des moisissures d’'une année a
lautre ;

» prévenir les dommages causés par les insectedesamoisissures envahissent plus
facilement les végétaux endommages;

* entreposer les récoltes dans des endroits seedllet a une bonne ventilation des stocks ;

« éliminer les particules fines et les poussiéres idgrédients composant la ration du bétalil
destinés a I'alimentation animal car les mycotogisent souvent concentrées a ce niveau.
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Il. LES COMPOSES PHENOLIQUES :

2.1. Caractéristiques physicochimiques des cposeés phénoliques :

Les composés phénoliques (CP) appelés solesepblyphénols (pp), sont des métabolites
secondaires des végétaux. lls constituent un despgs le plus nombreux et largement
distribué des substances dans le royaume des uggéimec plus de 8000 structures
phénoliques connues (BRAVCGet al 1994; GUIGNARD, 2002; MARTIN et
ANDRIANTSITOHAINA, 2002 ;HENNEBELLE et al, 2004).

Il existe en réalité une extréme diversitéérartition de ces composés selon les espéeces
et en fonction des différents organes et tissua’plante (ROBARDS eal., 1999) .
L’élément structurel fondamental qui les caract#isest la présence d’au moins un noyau
benzénique auquel est directement lié au moins naupg hydroxyle libre ou engageé
(BRAVO et al, 1994 ; LUGAZI et al, 2003 ; GARY et al, 2003; VISIOLI et HAGEN,
2007).

Selon BRUNETON (2001une définition purement chimique semble étre ifisarfte,
d’ou la nécessité de faire intervenir un criteresignthétique, pour mieux cerner les limites du
groupe. Il propose « dérivé non azoté dont leesuclycles aromatiques sont principalement
issus du métabolisme de I'acide shikimique etdmidelui d’'un polyacétate (BRAVEX al,
1994 ; MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002 GARY etal, 2003).

La voie du shikimate présente de nombreuxitpode branchements constitués des
métabolites intermédiaires de la voie principalenamt conduire a la production d’autres
composés (WILDERMUTHet al, 2001). Les profils d’expression des genes dte ogiie
varient, d'un tissu a l'autre, au cours du dévetwppnt et en réponse a des stimuli
environnementaux. La production de composés pharesi via I'induction simultanée des
enzymes de la voie du shikimate et celles du mésahe des phénylpropanoides constitue
une réponse générale aux sti@@ORLACH et al, 1995)

Les composées phénoliqgues (acide phénoliguélavonoides simples et
proanthocyanidines) forment les groupes des conspasgochimiques le plus important des
plantes (BETAet al., 2005). Il est par ailleurs toujours difficile d’utiliseme nomenclature
simple et homogene pour désigner les difféerentsnposés phénoliques (SARNI-
MANCHADO et al, 2006).

2.2. Structure et classification des composés phédiguies :

Compte tenu de la diversité et de la compdest de la diversité des CP, RIBUREAU-
GAYON (1968)a adapté un mode de présentation des polyphénoislsar répartition dans
la nature en trois familles: famille des CP largem répandue (acides phénoliques,
flavonoides et anthocyanes), famille peu répari@aeeposés en C6, C6-C1, C6;C6-C3,
C6-C1-C6, C6-C2-C6, benzoquinones, naphtoquinoneantaquinones, biflavonyle$i-
cyanine et bétaxanthine) et enfin, famille des C&sents dans la nature sous formes de
polymeéres (lignines et tanins) (Tableau ll1).
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Selon HARBORNE (1989) et MACHED¢t al ( 1990), les composés phénoliques
peuvent étre regroupés en de nombreuses classesequifférencient d’abord par la
complexité de leur squelette de base allant delsif@p a des formes trés polymérisées),
ensuite par leur degré de modification de ce stiegldegré d’oxydation , d’hydroxylation de
méthylation ....... ), enfin par les liaisons possibtkes ces molécules de base avec d'autre
molécules (glucides, lipides, protéines, autresabwites secondaires pouvant étre ou non des
composés phénoliques.

Tableau IlI: Les principales classes de composés phénoliquesptzs HARBORNE

(1980) :MACHEIX (1990) : ROBARDS (1999) ;: FERGUSON (2001).

Squelett,e Classe Exemple Origine
carbone
C6 Phénols simples Catéchol
C6-C1 Acides hydroybenzoiques p-Hydroxybenzoique Epices, fraise
C6-C3 Acides hydroxycinnamiques Acide caféique, férulique Pomme de terre, pomm
Coumarines Scopolétine, esculétine Citrus
C6-C4 Naphtoquinones Juglone Noix
C6-C2-C6 Stilbens Resvératrol Vigne
C6-C3-C6 Flavonoides
* Flavonols Kaempférol, quercétine Fruit, Iégumes, fleurs
«  Anthocyanes Cyanidine, pélargonidine Fleurs, fruits rouges
e  Flavanols Catéchine, épicatéchine Pomme, raisin
« Flavanones Naringénine Citrus
Isoflavonides Daidzéine Soja, pois
(C6-C3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
(C6-C3)n Lignines Bois, noyau des fruits
(C15)n Tannins Raisin rouge, kaki

2.2.1. Formes les plus simples :

* Acides phénoliques:

Les acides phénoliques sont contenus dansetnirts nombre de plantes agricoles et
meédicinales (PSOTOV/Aet al., 2003). Ces substances sont présentes sous feohddes
dans la vacuole (SARNI-MANCHADGt al., 2006) Comme exemple d’acide phénolique on
cite : acide chlorogenique, acide caféique, acidatopatechique, acide vanillique, acide
ferulique ; acide cinnapique et acide gallique [HA2003) lls sont habituellement divisés
en deux groupes principaux: acides benzoiquesecant sept atomes carbone (C6 —C1) et
acides cinnamiques, comportant neuf atomes de marf@6 —C3) (figure 4). Ces composés
existent principalement sous la forme hydroxyl€acides hydroxybenzoiques et d’acides
hydroxycinnamiques, respectivement. Plusieurs tymkacides hydroxybenzoiques et
hydroxycinnamiques (phénylpropanoides) ont étgatifiés dans le régime humailRRESCO
etal., 2006).
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Les acides phénoliques sont considérés comme dssasaes phytochimiques avec
des effets prébiotiguesntioxydants, chélateurs et anti inflammatoiresurLtoxicité étant
faible, ils sont considérés non toxiques. Pharnmaggliement le mieux caractérisé est I'acide
caféigue (PSOTOVAtal., 2003), celui-ci ainsi que l'acide férulique erapént la formation
du cancer des poumons chez les souris, I'acideqgallinhibe la formation du cancer
cesophagien chez les rats (HALE, 2003)

Parmi les acides hydroxycinnamiques, l'acide caf@ica une répartition quasi
universelle chez les végétaux. Il est souvent ptéseus forme d’ester dont l'acide
chlorogénique (acide 5-caféoylquinique). Dérivéass dacides hydroxycinnamiques par
cyclisation interne de la chaine latérale, les bygcoumarines sont également tres nombreux
chez les végétaux, soit sous forme libre (esc@ét@scpolétine.....), soit sous forme plus
complexe (formes glycosylées, prénylées....). lls mé@gjluemment un rble écologique ou
biologique mais certains d’entre eux, les aflatesinpeuvent étre des contaminants trés
dangereux de denrées alimenta(fd&CHEIX et al, 2005) .

Un autre groupe de composés phénoliques, les rethedérivent aussi des acides
hydroxycinnamique®nt une structure C6-C2-C6, deux noyaux benzénigekss par un
pont méthyléne lls sont produits par les plantes en réponse a attegjues fongiques,
bactériennes ou virales, ce qui a été démontré lgotrans- resveratrdMACHEIX et al,
2005; CHIRAetal, 2008)

En raison de leur similitude structurale, plusieamsres polyphénols sont considérés
en tant qu'analogues acides. Par exemple, lesédéde phényléthanol, avec huit atomes de
carbones (C6 —C2), qui comportent le 3,4 dihydrtveypylethanol (hydroxytyrosol) et le 4 -
hydroxyphenylethanol (tyrosol) (figure 4), ils sodgalement considérés en tant que
composants chemopreventive du régime alimentaREGCO etal., 2006).
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Acides hydroxybenzoiques

Ri=Rs=Ry=R= H acide benroique (non phénolique)
K; Ky Ry=Ry=R= H. Ry= OH acide p-hydroxybenzoigue

Ri=Ry= H, Ry=Ry= OH acide protocatéchique

R COOH Ri=Ry= H, Ry= OCH,, Ry= OH acide vanillique
Ri=H, Ry=Ry=Ry= OH acide gallique

Ry Ri= H, Ry=Ry=OCH,, Ry=0H acide syringique

Ry= OH, Ry»Ry=Ry= H acide salicylique
Ry=Rys OH. RysRys H acide gentisique

. . . TN TP

Avides hydroxyeinnamiques ( phenyipropancides')
Ry=R;=Ry= H acide cinnamique (non phénolique)
LY Ry=Ry=H.R;=0H acide p-coumarique
W R;=R; = OH, Ry = H acide caféique
R Ry=0OCH).R;=0H,Ry=H yde féruli
X MR D0, on | et
Principaux acides phénoliques
B O ) COOM
HO A OH
O om
Acide chlorogénique (= S-caféoylquinique)

Figure 3 : Les principaux acides phénoliques et qlgues-uns de leurs dérivés simples
(SARNI-MANCHADO etal, 2006 ; FRESCOetal, 2006 ; HABAUZIT etal, 2008).
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* Les flavonoides :

De structure générale en C15 (C6-C3-C&uié 4), 'ensemble des flavonoides
comprend a lui seul plusieurs milliers de molésulegroupées en plus de dix classes dans
certaines ont une tres grande importance biologauechnologique comme les anthocyanes,
les flavonols et flavanes qui sont a I'origine tesins condensés et les isoflavanes qui jouent
un réle dans la santé humaine (Tableau 1V) (DEPENA], 2002 ; WENYING RENet al,
2003 ; SARNI-MANCHADOEetal, 2006 ; HABAUZITetal, 2008).

Les flavonoides et dérivés sont stockéss simorme libre ou conjuguée mais leur
localisation cellulaire est encore incertaine, bige certains résultats favorisent le stockage
dans la vacuole et/ou dans le réticulum endoplassniAKORA et PHILLIPS, 1996 ;
COOPERZetal, 2004 ; LILLOetal, 2008).

Figure 4: La structure générale des flavonoides
(COOPER etal, 2004 ; LILLO etal, 2008).
Les trois anneaux phénoliques (pyrane) désigns & nom de A, B et C et les
systemes de numération sont employés pour permeitre identification plus facile de la
position des substitutions dans les anneaux (CGO®etal, 2004 ; LILLOetal, 2008).

Les anthocyanidines sont des dérivés duylium ou 2-phényl-benzopyrylium, ils
portent des fonctions phénols libres, éther ouagiges (HADI, 2004)
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Tableau IV : Principales classes de flavonoides (IEEINT etal, 2002; STIPCEVIC et
al, 2006 ; LOPEZ-POSADASetal, 2008).

Flavonones Flavones

Flavonols

FLAVONOIDES

SUBSTITUTIONS

3 4 3 5 7

Flavonones 4’-hydroxyflavanone - OH - - -
Naringénine (4°,5,7- trihydroxyflavanone) - OH - OH | OH
7-hydroxyflavone - - - - OH
Flavones Chrysine (5,7-dihydroxyflavone) - - - OH | OH
Apigénine - OH - OH | OH
lutéoline OH OH - OH | OH
Flavonols Kaempférol - OH OH OH | OH
Quercétine (3, 3',4, 5,7-pentahydroxyflavoney OH OH OH OH | OH
Isoflavone | Génistéine - | oH g OH | OH
Flavanol (+) Catéchine OH OH OH OH | OH
(-) Epicatechine - OH OH OH | OH
Epigenidine - OH - OH | OH
Anthocyanidine | Cyanidine - OH OH OH | OH
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2.2. Formes condenseées :
e Les tanins:

Les tannins sont des polyphénols polairesigiite végéetal§BERTHODE et al., 1999).
lls existent dans presque chaque partie de lagladtorce, bois, feuille, fruit et racines, leurs
poids moléculaires s’étendent de 500 a 3000 (MANGAD88 ; COWAN, 1999).
Sur le plan structural, les tanins sont diviséslemx groupes : les tanins condensés (tanins
catéchiques = proanthocyanidols) qui sont des pailgs d’unités de flavan-3-ols [(+)-
catéchine ou (—)-épicatéchine]; et les tanins Hydables. Ces derniers sont des esters d'un
sucre (généralement le glucose) ou d'un polyol’eh écide phénol, pouvant étre I'acide
gallique dans le cas des tanins galliques, oud&atiexahydroxydiphénique (HHDP) (acide
ellagique) et ses dérivés d’oxydation dans le cas tnins ellagiques ou ellagitannins
(DERBEL et GHEDIRA, 2005).

* Les lignines:

La lignine est un polymere tres complexe que lietrouve dans toutes les plantes
vasculaires (Ptéridophytes, Angiospermes et Gynarasgs). Elle assure rigidité aux parois
cellulaires végétales et imperméabilité aux tissusducteurs. Ce polymere tridimensionnel
est synthétisé au niveau de la paroi. Il résulteagmlymérisation oxydative, par des liaisons
diverses, de trois unités monomériques ou mondkgnhes alcools coumarylique,
coniférylique et sinapylique dérivant respectivetmees acides coumarique, férulique,
sinapique (ZHAO YAPINGAetal, 2003 ; FRESC@t al, 2006 ; SARNI-MANCHADCOet al,
2006).

2.2.3. Formes liées a des macromolécules nonépbliques :

Certains acides hydroxycinnamiques peuvre liés a des macromolécules non
phénoliqgues dans ce cas, le caractere chimiqueerglgncipalement de la macromolécule
concernée mais ses propriétés biologiques peldtemtmodifiées par la présence d’'une
petite proportion de composés phénoliques (SARNINEAIADO etal., 2006).

2.3. Les grandes lignes de la biosynthese desypbiénols :

Les deux voies d’aromagenése qui permetéentvégétal de construire le noyau
aromatique sont d’aprés BRUNETON (1998)voie de I'acide shikimique et la voie acétate :
» La voie du shikimate est présente uniqguement chez les bactéries, daapmnons et les

plantes. Les animaux ne possédent pas cette vokabati§ue, ceci ayant pour
conséguence que les acides aminés aromatiquesntidame partie intégrante de leur
alimentation (HERRMANN et WEAVER, 1999)a voie du shikimate est une voie multi-
branches qui peut étre divisée en trois partiesvdia qui part d€hosphoénol Pyruvate
(PEP) et Erythrose 4-Phosphgte4P) pour arriver au chorismate est appelée voie
préchorismate, celle-ci est a l'origine de la bgse de l'acide quinique et de l'acide
gallique, via l'isochorismate, ce métabolisme cahégalement a I'acide salicyliquiont
limplication dans les réponses de défense endaatmolécule signal a été démontrée
(CHONGet al, 2001 ; WILDERMUTHet al, 2001 ; LIMet al, 2002) (figure 5) Puis la
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voie du shikimate se sépare en deux branches e laamduit a la Phénylalanine et la
Tyrosine et I'autre au Tryptophane (SCHMID et AMRINI, 1995);

 La voie d’acétatequi conduit par cyclisation d’'un polyacétate auxochones et autres
quinones ; la participation simultanée de ces danécurseurs conduit par sa part aux
stilbénes , flavonoides, anthocyanosides et aptasthocyanidols.

Ainsi, a c6té de son role majeur danséabolisme primaire, la voie du shikimate
constitue un lien essentiel avec le métabolismerstire (SAKIHAMA et al., 2002) En
plus de la Phénylalanine, tous les intermédiaieekd/oie peuvent étre considérés comme des
points de branchements vers d’autres voies métaladi (SCHMID et AMRHEIN, 1995)
Cette voie conduit aux acides cinnamiques et leldn$vés, acides benzoiques, lignanes,
lignines et les coumarines.

Deux acides aminés aromatiques, phényladamt tyrosine, sont a l'origine de la
formation de Ilimmense majorité des molécules phgnes. En effet, les formes
meétaboliguement actives des acides hydroxycinnagsigiormés par une désamination,
permettent d’accéder aux principales classes depasés phénoliques : vers les acides
benzoiques pdt-oxydation, vers les esters hydroxycinnamiquesgséérification, vers les
coumarines par cyclisation interne ; vers les tigsipar deux réductions successives et enfin
vers les flavonoides (Figure 5) (BRUNETON, 1999)

La synthése de la majorité de ces composesseie un apport énergétique. Au sein du
meétabolisme des phénylpropanoides, les estereateyme A (CoA) jouent ce rble grace a
la liaison thiol ester riche en énergie. Ainsi, le®Ils esters d’acidgscoumarique, caféique,
férulique et sinapique constituent des plagueshmies vers des composeés plus complexes.

Une grande diversité caractérise ces phémydmoides spécifiques du regne végétal. Le
squelette carboné subit, de maniéere régio-spéeifiqles réactions d’hydroxylation, de
méthylation, de glycosylation, d’acylation, de pr@tion ou encore de sulfatation. Ces
réactions biochimiques sont catalysées par desmmmyspécialisées appartenant a des
familles multigéniques telles que les mono-oxygéeasa cytochrome P450, les
meéthyltransférases, les glucosyltransférases oareres acyltransférases. Cette variabilité
structurale reflete la multitude des activités et donctions biologiques de ces composés

(DOUGLAS, 1996 ; KUMAR et ELLIS, 2001)
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Phosphoénol Pyruvate
Erythrose 4-Phosphate

QUINONES
PIGMENTS BRUNS

N

A
PROTEINES

{ Acide chorismique F (— PHENYLALANINE
T TYROSINE
|
|
ACIDES DE LA SERIE PHENYLPROPANOIDES (dérivés de e ! /<
BENOZOIQUE L’ACIDE CINNAMIQUE) ac. Coumarique, Dérivés des ACIDES
(p-hydroxybenzoique, Caféique, férulique, sinapique et leurs HYDROXYCINNAMIQUES
A R j — : B - h, L
salicylique, gallique..) esters avec le CoA. Intégration dans la (AC|d'e chlorogénique, caféoyl
gy TR subérine, la cutine, la paroi tartrique...).
. . - L 2 . f=-
Aride salicdique HD_QJ_(OH L
yg acide caféigue o

A 4 ! ot ]
Acide chlormgenique
Certaines
Quinones K
Monolingnols

Lignanes

\ 4

TANINS
HYDROLYSABLES

-

FLAVONOIDES en C;s
Flavanones, flavanols,

LIGNINES

Anthocyanes
Flavanes 3-ols
TANNINS Condensés

i'!h
L .ﬂ—d:“—

COUMARINES ISOFLAVONOIDES *31&;_:, -
Coumarines simples, isiocarpanes — = = 'i:
Furanocoumarines, o o L STILBENES
Coumarines prénylées stilbénes T
WL, rw, [T . oy

e J e Kaempiznl .

C: : Resveratro

—Lopoeine

PAL : phénylalanine ammonialyas@AL : tyrosine ammonialyaseCCR : cinnamate CoA
réductase CAD : cinnamyl alcool déshydrogénasgéHS : chalcone synthaseCHI :
chalcone flavone isomérasBPO : polyphénoloxydasesPOD : peroxydaseL.acc :
laccases.

Figure 5: Les grandes lignes de la biosynthése des principagroupes de composées
phénoliqgues (MACHIEX et al, 2005 modifié par SARNI-MANCHADO et al, 2006).
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2.4. Sources des composeés phénoliques :

Les composés phénoliques sont des proaugsrnent distribués dans le regne végétal et
sont consommeés quotidiennement (DWYER et PETERSXDRR).1ls sont présent dans la
plupart des organes végeétaux consommés par I'’hongr&ne (soja, café, riz....), fruits
(raisin, citrus, olive...), feuilles (thé, nombreusgsces, romarin, thym....) ou autre organes
(oignon, jeunes germinations de blé ou d’avoinetatpadouce....). lls se retrouvent
également, plus ou moins transformés dans les psothdustriels issus de ces mémes
végétaux : jus de fruits, vin, biere, thé, caféilds,) dérivés de céréales) (MACHEKX al,
2005 ; BLASUNDRAMetal, 2006 ; DIMITRIOS, 2006).

2.5. ROle des composés phénoliques :

Les phénols sont importants pour la phygi@lae la plante, ils sont impliqués dans des
fonctions diverses telles que la fertilité, la pemation, la lignification, la protection contre
des agents biotiques ou abiotiques, ou encoreglalssation (HAHLBROCK et SCHEEL,
1989 ; SHIRLEY, 1996 ; WEISSHAAR et JENKINS, 1998).

Des travaux plus anciefd$ITSCH et NITSCH, 1961 ; ALIBER®tal, 1977) ont montré
gue les phénols sont associer a de nombreux precphlysiologiques : croissance cellulaire,
différentiation, organogénese, dormance des bouogjedioraison et tubérisation.
L’intervention des composés phénoliques dans debnemt autres domaines de la
physiologie de la plante a également été suggdtaefait ces composés peuvent étre
facilement oxydés, quelquefois de maniére réversiblils participent a ce titre a I'équilibre
redox des cellules (SARNI-MANCHAD®t al., 2006) Pour cette raison les polyphénols sont
considérés comme des marqueurs chimiotaxonomiguggetgues uns sont caractéristiques
de certaines especes ou variétés (ABAD GARE&HAl., 2007)

Les composées phénoliques jouent un réleoiitapt dans les qualités sensorielles et
nutritionnelles des produits végétaux consommésl’hamme. En effet, en plus de leur
contribution a la couleur et a I'arébme, ils jouentrdle déterminant sur le plan gustatif, et tout
particulierement sur les sensations d’astringehckaenertume (SARNI-MANCHADCet al.,
2006) L’astringence est due aux tannins catéchéetiqueprgaipitent les protéines salivaires
entrainant avec elles leur "cortege" de molécufeauw qui lubrifiaient alors la muqueuse
buccale (HABAUZITet al, 2008 ;VERGE et al, 1999) Les tannins sont a l'origine de la
sensation d'astringence des fruits non mars, Bgflones sont responsables de I'amertume
des Citrus et peuvent donner naissance, par tramafion chimique, a des dihydrochalcones
a saveur sucre®UBOIS etal., 1977) L'astringence et 'amertume des nourritures et des
boissons dépendent de la teneur des polyphénolsASJetal., 2003)

Les dérivés d’acides hydroxycinnamiques dgaresit des composeés importants dans la
Physiologie de la plante de par leur large distrivuet de par leur réle biologique. lls sont
impliqués dans les processus de lignification,aldiVision cellulaire, de la signalisation ou
encore des propriétés physico-chimiques des parelkilaires végétales (KROON et
WILLIAMSON, 1999). La structure complexe des ligagest en relation avec la rigidité des
parois cellulaires (MACHEI€tal., 2005).
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Tous les composés phénoliques absorbentijesmmnements UV et participent donc a la
protection des veégétaux contre le rayonnement replan raison de leur localisation
superficielle dans les tissus. C'est grace a l'étdd mutants accumulant ou non certains
composeés phénoliques, que I'on a apporté une bgitdémonstration du réle des esters
hydroxycinnamiques et de certains flavonols dansddéection vis-a-vis du rayonnement UV
(BIEZA et LOIS, 2001)En effet les flavonoides protegent les tissusgtaigx contre les
rayonnements U.V. comme lindique la sensibilit &iV de mutants érabidopsis(la
plante modele des biologistes moléculairestide mais déficients dlavonoidegSHIRLEY,
1996).

L’intervention des composés phénoligues d#es interactions entre plantes et
microorganismes est également un autre domainee®lcdnnaissances ont progresse de
maniere spectaculaire. Il a été classiguement raanie beaucoup de phénols ou quinones
qui en dérivent par oxydation sont des inhibiteuts développement de certains
microorganismes saprophytes (dans les litieres tabgpd ou parasites, champignons ou
bactérieSARNI-MANCHADO etal., 2006)

L’attague des microbes pathogénes tels quss,vbactéries ou les mycetes induit une
cascade de réactions qui peuvent menées a laaresisétant exprimée a I'emplacement de
l'infection ou dans d’autres parties non infectdeda plante. Par conséquent ils contribuent a
la protection contre les agressions par ces agath®genes (MISIRLétal, 2001 ; VISIOLI
et HAGEN, 2007). Cette résistance systémique irapliiexistence d’'un signal endogéene
transféré dans I'emplacement d’infection a d’aypatie de la plante. On pense que la
premiere étape du mécanisme de défense comportaagnenulation rapide des phénols a
I'emplacement d’infection, qui fonctionnent poutergir la croissance du microbe pathogene
(MISIRLI etal., 2001).

Les chercheurs s’intéressent de plus engliidentification des principes actifs dans les
extraits phénoliqgues avec I'étude complémentaitensive de leurs mécanismes d’action
(SUNetal., 2002).Elle a été mise en évidence soit par expérimemativitro portant sur la
réductionde lacroissance des champignons filamenteux (y compredgge fois un blocage
ou un ralentissement de la germination des spanesjes colonies bactériennes, par des
approches biochimiques (action sur la respiratibagtivité de certaines enzymes....)
(MACHIEX etal., 2005)

Les flavonoides et les isoflavonoides inemient également comme signaux dans les
interactions plante-microorganisme. Lors des réastide défense, la synthéde novode
flavonoides aux propriétés antifongiques est stmulAu cours de la symbiose avec
Rhizobium les flavonoides interviennent notamment dansimiotactisme et la nodulation
des légumineuses (SHIRLEY, 1996).

Les anthocyanes, une classe de flavonoides, des pigments non photosynthétiques
responsables par exemple de la coloration dessflel@s fruits et des graines (DOMNGal,
2001; WINKEL-SHIRLEY, 2002 ; JAAKOLAet al, 2002). Leur synthése est également
activée lordu stress lié a la lumiére ou aux températureg€meds (CHRISTIEt al, 1994).
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2.6. Les composeés phénoliques des olives et pradwérives :

2.6.1. Les feuilles d’olivier :

Les feuilles de I'olivier sont trés riches en pdignols. On trouve spécialement
'oleuropéine, I'hydroxytyrosol, rutine, vanillineacide vanillique, le verbascoside,
I'apigenine-7-gucoside et le luteoline-7-glucosileur concentration dépend de la qualité,
lorigine et de la variété des oliviers (PEREIR& al, 2007 ; ALUOK et al, 2008 ;
GHEDIRA, 2008 ; LEE et LEE, 2010). Les CP des fesgid’olivier ont montrés des activités
antibactérienne et antifongique trées marquées (PEREtal, 2007 ;LEE et LEE, 2010).

2.6.2. Les drupes d’olives :

La concentration des polyphénols varie selon le@dg maturation des olives (SONI
etal, 2006 ; OWENet al, 2003). Les principales classes des CP présdates les olives
sont les acides phénoliques, les alcools phéndljgles flavonoides et les secoiridoides
(SILVA et al., 2006) Les olives vertes contiennent des concentratiorgoitantes de CP,
allant jusqu'a 150mg/g de I'extrait sec (MCDONAldDal., 2001) Dans cette fraction les
plus importants sont des glucosides phénoliquéscipalement les dérivées des hexoses des
alcools phénoliques, flavonoides et secoirido([@&SVARESE et al., 2007) L'oleuropéine
le majeur phénol des olives vertes (SERVILI et MEDERO, 2002 ; SAVARESEet al,
2007),le deméthyloleuropeine, ligstroside et nizhenidd &s plus abondants secoiridoides
glucosidiques de lolive (SERVILIet al., 2004). Les alcools phénoliques les plus
prédominants dans le fruit d’'olive sont le (3,4ydifoxyphényl) éthanol (3,4 -DHPEA) ou
hydroxytyrosol et le g-Hydroxyphenyl) éthanol (p-HPEA) ou tyrosol. Lesavbnoides
contiennent : les flavonoles glycosides (luteolglucoside, rutine) et en particulier
I'anthocyanine et la cyanidine (SERVILI et MONTEDOR2002 ; SERVILletal, 2004)

2.6.3. L’huile d’olive :

Les phénols de I'huile d’olive constitieeomme dans le fruit un mélange complexe,
certaines différences dans la composition chimigptee les deux sont attribuées aux séries
d’altération chimiques et enzymatiques de quelqienols durant I'extraction de I'huile.
Ces modifications incluent I'hydrolyse des glucesigpar les glucosidases, I'oxydation des
CP par les phénolsoxydases et la polymérisationptiésiols libres (RYANet al, 1999 ;
BENDINI et al, 2007). Ainsi I'huile contient les formes aglycques des phénols, qui sont
plus liposolubles (VISIOLI et GALLI, 2002).es phénols hydrophiles sont les plus abondants
des antioxydants de I'huile d'olive vierge (SERVEiI MONTEDORO, 2002). S’étendant sur
une centaine de CP, ils sont répartis en plusielasses, on retrouve les acides phénoliques
(gallique, protocatechuiquep-hydroxybenzoique, vanillique, caffeique, Syringgup-
coumarique, ferulique et cinnamique), les flavorsides phényle éthyle alcool (tyrospt (
HPEA) et hydroxytyrosol (3,4-DHPEA)),les sercoiridoideaglycone et leurs dérivés dont
I'oleuropeine (3,4-DHPEA-EA), le pinorésinol et leacétoxypinorésinol sont deux lignanes
identifiés pour la premiere fois dans I'huile Iae I'étude de BRENES etl. (2000) Les
secoiridoides et lignanes en sont les plus coneerans I'huile (SERVILEt al, 2004)
Leurs structures sont consignées dans les figusts8 (BENDINIetal, 2007 ; SERVILIet
al, 2009).

28



Partie | Synthése bibliographique

2.6.4. Les olives de table :

Les olives de tables sont une excellente sourc€Rlel'analyse par CPG /MSa
permis d’identifiertreize composés phénoliques différents pour chaqes d’olive de table
parmi cing variétés grecqueésudiées issus de différentes espéces (BOSkedal., 2006)
Des échantillons des olives de table commercialisésété analysés par RP-HPLC et les
résultats de cette analyse ont montré la prédoromale I'hydroxytyrosol (DIMITRIOS,
2006). Certaines études réalisées sur ce matégékal ont décrit I'isolement, la purification
tout en proposant des structures a ces composss caig l'estimation de leur potentiel
antioxydant (OWENetal, 2003 ; SERVILletal, 2009). D’autre travaux apportent en plus du
potentiel antioxydant, I'activité antimicrobiennesdCP des olives de table a I'encontre des
Gram+ et Gram- et des champignons (OW&ERI, 2003 ; PEREIRA, 2006) .

2.6.5. Les margines :

Les margines ou eaux de végétation constituensaus produit représentent un
milieu complexe contenant principalement les po§mpiis dont le tyrosol et I'hydroxytyrosol,
ce dernier est le plus abondant des monomeres fidpée® (FKletal, 2005 ; DE MARCQCet
al, 2007 ; AMARAL et al, 2008). La composition phénolique des marginegvam fonction
de la composition des olives (Figtal., 2005). Plus de 20 CP ont été identifiés. Leipdsf
I'extrait phénoligue des margine par HPLC montres Lacides phénoliques (vanillique,
gallique, caféique, p-Coumarique, Ferulique ),dE®ols phényles (tyrosol, hydroxytyrosol),
les dérivés de secoiridoides (la forme dialdéhyeliqge décarboxymeéthyloleuropéine
aglycone, ligstroside, verbascoside) et les flaide® (luteoline, luteoline -7-glucoside) (FKI
etal, 2005 ; DE MARCGCetal, 2007 ; AIT BADDIet al, 2008).

2.6.6. Les grignons:

Une petite partie de la fraction phénolique estmeé dans ce sous produit. Certains
acides phénoligues sont identifiés, notamment l@dea galliques, protocatéchiques, p-
hydroxybenzoiques, vanilliques, caféiques et f§uads (UNAL, 1994).

Il est & noter que les noyaux ne contiengaae de faibles concentrations en oleuropéine,
ils sont dépourvus de flavonoides. Le (+)-1-pinm@dsest le prédominant lignane dans le
noyau (SERVILIet al., 2007) et le nizhenide est le principal CP caresgépar HPLC
couplé a la spectroscopie de masse en utilisartechnique dite d’'ionisation electrospray
(SILVA etal., 2010).
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(p-HPEA-EA) ELENOLIC ACID LINKED TO p-HPEA (p-HPEA)
(p-HPEA-EDA) = OLEOCHANTAL

(3,4-DHFEA)
OLEUROFEIN AGLYCON DIALDIALDEHYDIC FORM OF DECARBOXYMETHYL
ENOLIC ACID LINKED TO 3,4-HPEA
(34-DHPEA-
EA) (3,4 DHFEA-EDA)

Figure 6: Structure chimique des dérivés sercoiridides et des alcools phénoliques de
I'huile d’olive vierge (SERVILI etal., 2009).

VERBASCOSIDE

Figure 7 : Structure chimique des dérivés sercoidioides des alcools phénoliques de
l'olive (SERVILI etal., 2009).
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CHa CHs
(+)-1-ACETOXYPINORESINOL (+)-1-PINORESINOL

Figure 8: Structure chimique des lignanes présents dans I'e# et I'huile d’olive vierge
(TRIPOLI et al 2005 ; SERVILI etal, 2009).
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Figure 9: Les structures chimigues des composés phénoliques Iplus abondants des
feuilles d’olivier (JAPON-LUJAN etal, 2006 ; ALUOK etal, 2008).
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2.7. Modes d’action des composés phénoliques :

Ces dernieres années une importance paéieul été accordée aux propriétés anti
oxydantes des CP, en effet 'homme n’est pashiamtassurer la biosynthése de la plupart
des antioxydants, en particulier ceux de natureligie & forte activité antioxydante. Il doit
donc les trouver dans son alimentation et I'inggstie CP dans la ration journaliere est alors
un facteur nutritionnel considéré comme positif lgarnutritionnistes et bénéfique a la santé,
selon les habitudes alimentaire, nous pouvons gérén de 100 mg a plusieurs grammes par
jour. Cela est particulierement vrai dans les régindits « meéditerranéens» ou la
consommation de fruits, de légumes et d’huile kst importante (MACHEDét al, 2005
; BALASUNDRAM etal, 2006 ; PFAENDTNER et BROADBELT, 2007)

En régle générale, les mécanismes d’action d’uimardant peuvent comprendre :

* Le piégeage direct des ERO (espéces oxygéenednesaou I'effet « scanvenger »

e La protection des systemes de défense antioxyd@msmajorité des systéemes

enzymatiques)

e L'inhibition ou activation d’enzymes et la chélatiodes traces métalliques

responsables de la production ’ERO (HALLIWELL, 299

2.8. Relation structure-activité antioxydante :

La structure des CP est la clef déterminal®deurs activités. Dans le cas des acides
phénoliques, l'activité antioxydante dépend du nammbt la position des groupements
hydroxyles présents dans leur structure (RICES-ESARDOL ; ROBARDSt al,1999). En
effet I'activité anti oxydante augmente avec I'antation du degré d’hydroxylation c’est le
cas de l'acide gallique tri hydroxylé qui a démeéntme remarquable activité antioxydante
alors que la substitution des groupement hydroxgteposition 3 et 5 de l'acide syringique
par des groupements methoxyles réduit son actifBALASUNDRAM et al, 2006). Des
recherches ont démontré que les substituantogtign ortho- et para- sont plus stables que
ceux en position méta- (BALASUNDRANMt al., 2006). BENDINIet al. (2006) ont démontré
que les ortho diphénols assurent une activité aydiante la plus significative.

Les acides hydroxycinnamiques montrent une/igetantioxydante plus élevée que les
acides hydroxybenigues (ANDREASENet al, 2001). Cette activité est peut étre due au
groupement CH=CH-COOH qui céde plus facilementdimgene que le groupe carboxylique
des acides hydroberigpes (RICE-EVANSetal., 1996).

Pour les flavonoides la relation structurgivité est beaucoup plus complexe et ceci est
en relation directe avec la complexité de leurcstme. La disposition des structures et la
nature des substitutions sur le cycle B et C détesmi ['activité antioxydante des ces
derniers (BALASUNDRAMet al, 2006). De nombreuses études ont établi desartaéntre
les structures chimiques et leur pouvoir piégeucasnger) des radicaux libres
(JOVANOQVIC, 1994 ; RICE-EVANS:t al, 1996 ; VAN ACKER, 1996 ; COTELLE, 1996 ;
COS, 1998 ; PIETTA, 2000 ; SEYOURt al, 2006). Ces travaux ont pu conclure que les
composeées les plus actifs sont ceux qui combimsntritéres suivants :

32



Partie | Synthése bibliographique

e La structure ortho-dihydroxy du cycle B (groupeteatéchol) qui confére la stabilité au
radical flavonoxy et participe a la délocalisatidas électrons (la substitution de ces
groupements hydroxyles sur le cycle B par des gragmts méthoxyles altére le potentiel
redox et donc la capacité radical scavenger desrf@ides) (HENDRICH, 2006 ;
BALASUNDRAM et al 2006) ;

» la double liaison entre C2 et C3 conjugués a latfon 4-oxo sur le cycle C augmente la
capacité radical scavenger des flavonoides (BALABBKNM et al, 2006) ;

* la présence du groupement 3-OH combinée a une eltialdon entre C2et C3 augmente
également la capacité radical scavenger des fladeadla substitution du groupement 3-
OH conduit & l'augmentation de l'angle de torsion ume perte de la coplanarité
conduisant ainsi a la réduction de l'activité axyiante (BALASUNDRAMet al, 2006).

2.9. Intérét biologique des composés phénoliques :

Les composés phénoliques tels que les fladesoiles acides phénoliques et les tannins
ont montré des activités anti oxydantes, anti-mftaatoires, anti-carcinogenes, inhibitrices
d’enzymes, et préventives des maladies cardiovaises|(HUA-BIN Lletal, 2007 ; WANG
et MAZZA, 2002).

llIs ont montrén vivo commein vitro un certain nombre d’activités (Tableau V).

Les flavonoides montrent plusieurs effet biologgtels que des effets anti-ulcéreux, anti-
inflammatoire et anti-hépatotoxique. lls sont égaat inhibiteurs d’enzymes telles que
l'aldose réductase et la xanthine oxydase. Cedemantioxydants efficaces, ayant la capacité
de piéger les radicaux libres. Beaucoup ont desracantiallergiques et antivirales et certains
fournissent une protection contre les maladiesicaadculairesin vitro chez les animaux de
laboratoires, ils ont montré une inhibition de faissance de diverses variétés de lignées de
cellules cancéreus€¢dARAYANA etal, 2001 ; DE RIJKEet al, 2006).

En raison de leur abondance dans les plardasommées par 'homme et de leurs
bénéfices potentiels pour la santé humaine, lesoril@ides sont I'objet d’'une attention
croissante. Que ce soit pour I'étude des relatgingcture-activité, le contréle de la qualité
alimentaire ou le suivi de I'absorption et de latabélisation de ces composés phénoliques
naturels. Il a également été montné,vitro, que les acides hydroxycinnamiques et leurs
conjugués ont des pouvoirs antioxydamgortants. En effet, I'ingestion de ces molécuées,
travers la consommation de caiar exemple ou de fruits, semble constituer un maye
lutte important contre les méfaits daslicaux libres sur la santé (KROON et WILLIAMSON,
1999).
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Tableau V: Activité biologique des composés phénglies

Phénols

activités

Auteurs

Acides phénoliques
(cinnamiques et benzoique

Antibactériens
Antifongiques
antioxydants

5)

DIDRY et al(1982) ;
RAVN etal (1984) ;
HAYASE et KATO (1984) ;
MACHEIX etal (2005).

Vasoprotectrices
Coumarines Anticedémateuses MABRY et ULUBELEN
(1980)
BIDET et al (1987) ;
STAVRIC et MATULA
Antitumorales (1992) ;
Anticarcinogene KRAVCHENKO etal
Flavonoides anti-inflamma_toire_s (2003) ;
hypotenseurs et diurétiqgues| STIPCEVICet al (2006) ;
antioxydants DJERIDANEetal (2007) ;
SANCHEZ DE MEDINA et
al (2008) ;
TEISSEDRE (2008).
anthocyanes Protection des veines et | gp ;NETONE (1993)
capillaire
Effet stabilisant surle | DE OLIVEIRA et al (1972) ;
collagene. MASQUELIER etal (1979);

Proanthociyanidines

Antitumorales

Antifongiques

Antioxydants
Anti-inflammatoire

BROWNLEEet al (1992) ;
KREOFSKYet al (1992) ;
BAHORUN etal (1996).

Tannins galliques
(hydrolysable) et catéchique
(condensés)

2S Antioxydants

OKUDA et al (1983) ;
OKAMURA etal (1993);
HABAUZIT et al (2008).
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2.10. Les méthodes d’extraction et techniques andigues des composés phénoliques :

Les méthodes utilisées pour isoler les conpgd@noliques dépendent de leur nature
chimique et de la nature du matériel végétal (fryridines, feuilles, huile, sous- produits), la
présence d'un ou plusieurs cycles benzéniques Ryld® chez tous les composés
phénoliques est responsable de certaines propiét@snunes utilisées pour les extraire a
partir du matériel végétal, les caractériser chiraigent et les doser (SARNI-MANCHADO
et CHEYNIER, 2006)Ainsi bien que le schéma général des différentsses d’extraction,
de caractérisation et de dosage soit valable oordjorité des CP, il devra quelquefois étre
modifié pour étre mieux adapté a leur nature chimjdeur solubilité et leur degré de liaison
avec d’autres constituants végétaux (MACHEdKal., 2005). Il n’existe aucune méthode
permettant d’extraire de maniere satisfaisante ieulanée I'ensemble des composés
phénoligues ou une classe bien spécifique (NA@EH., 2004).

Les polyphénols des olives sont extraits g@eérent a partir de la poudre d’olive obtenue
par lyophilisation et le traitement avec I'azotquide (RYAN et al.,, 2002). Ensuite une
extraction liquide-liquide (LLE), celle-ci a déntoé une efficacité d’extraction des CP tres
marquée (BENDINIet al., 2003 ). Un solvant polaire est choisi, le plesnent avec le
méthanol/eau et avec des concentrations (80-2086) (@spectivement. En effet le dosage
des CP et les fractions spécifiques comme les scgtenoliques, les flavonoides, les
anthocyanes démontrent I'efficacité du méthanaime solvant d’extraction (NACZktal.,
2004) . Durant cette étape la macération de laiceagrst avérée utile pour en extraire le
maximum de CP (NACZketal, 2004 ; LI etal, 2007). Un méme effet est obtenu par le
traitement acide ou basique (NACZ¥ al., 2004). L’extraction par solvant assistée par
micro-ondes ou des ultrasons a été décrite paOMBPIJAN etal. (2006). Cette derniere a
été proposée afin d’accélérer I'extraction des €ffduilles d'olivier.

Diverses techniques ont été mises en ceuvre lfpnalyse quantitative des composés
phénoliques. La méthode classique pour la quaatifioc des CP totaux est colorimétrique
utilisant le réactif de Folin-ciocalteau. Avantnfioduction de I'HPLC, les séparations
chromatographiques sur papier, sur couche min@ioaolonne sont utilisées (MACHE It
al., 2005). L'HPLC est de tres loin, la techniqueplas appliquée pour la séparation et la
guantification des CP comme en témoignent les ek séparations déja obtenues depuis
plus de 20 ans (NACZket al, 2004 ; MACHEIX et al, 2005). @ Parmi les méthodes
analytiques, la spectrométrie de masse (MS) ocaupe place privilégiée grace a ses
caractéristiques : méthode hautement sensiblecfd#iede composés a I'état de traces en
guantité inférieure au milligramme), spécifique,pligable a des meélanges complexes,
combinable a de nombreuses techniques chromataqegshet possédant une grande variété
d’applications (analyses chimiques qualitativegj@ntitatives, interaction entre molécules,
biomédecine, entre autres) (PRASA#N al, 2004). L'identification des CP individuels est
facilitée par la mise en ceuvre de ces techniquekaudte résolution notamment la
spectroscopie de masse couplée a 'HPLC (HPLC-M8dim) qui donne accés au temps de
rétention, aux spectres UV-visible et aux donngestsales de masse (NACZ¥ al, 2004 ;

DE MARCOet al 2007).
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Ces dernieres années, l'analyse par spectriemde masse s’est accrue avec le
développement de techniques d'ionisation dites «cee » : l'electrospray (ESI) et
l'ionisation chimique a pression atmosphérique (BR{Lii ont en outre permis I'analyse de
trés faibles quantités d’échantillons bruts. L'EEBI’APCI sont des techniques qui génerent
principalement des ions moléculaires pour des noéitab relativement petits tels que les
flavonoides (WOLFENDERet al, 2000 ; NACZK et al, 2004). Le développement des
sources d’ionisation a pression atmosphérique (APESBI), le couplage de la
chromatographie liquide et de la spectrométrie desm (LC-MS) est devenue la technique la
plus efficace et de ce fait la plus utilisée pdanlyse des CP dans des mélanges complexes.
Pour de nombreux auteurs, ce sont les technique9lles adéquates pour I'étude des
flavonoides (DE RIJKEet al, 2003 ; PRASAIN et al 2004). D’autres techniques
préformantes sont aussi utilisées on peut citea,rdsonnance magnétique nucléaire (RMN)
qui permet d'accéder qualitativement aux striestudes molécules et a leur environnement
physico chimique sans dégrader I'échantillon étu@élle-ci est basée sur la possibilité de
faire résonner différents noyaux dans un champ #étagre, donc sur leurs propriétés
magnétiques et cinétiques (ALONSO-SALCE®al.,, 2010), la chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GLddfBent aussi des résultats tres
satisfaisants. Enfin I'électrophorese capillair€JFune méthode analytique récente, sensible,
rapide de haute résolution. Utilise de tres fabdgantités d’échantillons mais aussi des
volumes de solvants réduits (BENDIBHal, 2003 ; CARRASCO-PANCORB@t al, 2006).
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Partie Il Matériel et Méthodes

|. Matériel et méthodes :
1.1. Matériel :
1.1.1. Matériel végétal :
La variétéechamlal retenue pour notre étude appartient a la staitvade la sous espece
euromediterranea
Embranchementspermaphytes
Sous embranchemenangiospermes
Classe Dicotylédones
Sous classegamopétales tétracycliques superovariées
Ordre :ligustrales
Famille :oléacées
Sous-famille oléoidées

Genre olea

Espece europea J

Sous espéceoléa-euromediterranea ] a4 R nla
Série :sativa Figure 10 : Photo des olives et
Variété :chamlal feuilles d’olivier. Variétéchamlal

@derégion de Tadmait
Nous avons utilisé le produit et sous produitsat :
* Olives vertes :

Des olives vertes de la variétBamlal ont été recueillies le 27/10/2009, dans un
verger situé dans la région de Tadmait (Wilaya @g-duzou). Les olives prélevées sont
immédiatement triées, réparties en petites quandiké200g dans des sacs en plastiques, puis
congelées a -18°C.

* Feuilles:

Les feuilles vertes de la varié€hamlal ont été recueillies le 30/10/2009 dans un
verger situé dans la région de Tadmait. Les feuizueillies sont ensuite débarrassées de la
poussiere avec un chiffon propre. Puis sécher taviiéa 37°C pour subir a l'aide d'un
broyeur électrique. La poudre est conservée ailtbta lumiere dans un flacon sombre bien
sec borosilicatée.

* Margines:

Les margines proviennedtune huilerie moderne car la presse des olivefaisavec
des procedes mécaniques dedlgion de Tadmait conservées dans des bouteillptastique
d’'une contenance d’un litre a -18°C.

1.1.2. Les souches fongiques testées :

Les souches utilisées dans les tests font pantis déul groupe de microorganismes
appartenant au genwdspergillus qui sont des pathogénes et des contaminantsadjits’
d’'Aspergillus flavulNRRL 3251 et Aspergillus parasiticuCBC 100926. Cessouchent
en commun une croissance rapide aux températur@s°deet 37°C, et la couleur de leurs
conidies est vert-jaune clair. Il semble que legxdespeced. flavuset A. parasiticussoient
physiologiquement trés semblables. Ces souchestériburnies au niveau du Laboratoire de
Recherchesur les Produits Bioactifs et la Valorisation deBi@masse de I'Ecole Normale
Supérieure de Kouba, Alger, dirigé par le profesSABAOU.

37



Partie Il Matériel et Méthodes

Les souches ont été conservées a +ddas des tubes contenants 10 ml de milieu de
culture incliné stériles (PDA acidifié pour les migsures).

1.1.3. Appareillages :

Les différents appareils utilisés sont :

Appareils Firmes

Agitateur magnétique STUART

Agitateur magnétiques plaque chauffante. | LABINCO

Bain-marie thermostaté MEMMERT

Broyeur mécanique MOULINEX
Centrifugeuse SIGMA 3-16 PK

Etuve MEMMERT
centrifugeuse a eppendorf SANYO (MSE)
Rotavapeur IKA-WERK
Spectrophotométre UV-Visible SHIMADSU

Balance de précision OHAUS (0,001g - 210g) g:gramme
Vortex BIOBLOCK SCIENTIFIC
Lampe UV (366nm) DESAGA

Hote UV a flux laminaire vertical TEL STAR MINI-V/PCR

1.1.4. Réactifs et produits chimiques :

Les produits chimiques et les réactifs utilisést son

-Acides phénoliques :acide caféique, vanilline, oleuropeine, acideigad#l, tannins.
(FLUKA ANALYTICAL, SIGMA ALDRICH, LABOSI France, MERCK
SCHUCHARDT respectivement).

-Solvants :acétate d’éthyle, chloroforme, Hexane, métharagiane (PANREAC,

LABOSI). Folin-ciocalteu, carbonate de sodium, Hiphenyl-2-picrylhydrazyl radical
(DPPH), Diméthyl sulfoxyde (DMSO) (PROLABO)

-Autres produits :

*Tween 80(PROLABO).

*Milieux de cultures : (CAM : Coconut Agar MediurRDA : Pomme de terre, Dextrose
Agar) préparés au laboratoire de biochimie appbqeé biotechnologie (LABAB)
(Annexe 2).

* Plagues de CCMplaque d’aluminium de CCM (20x20cm, 0,25mm d’épais), gel
de silice-60 254F (Merck).
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1.2. Méthodes :
1.2.1. Méthodes d’extraction des polyphénols devers produits de I'olivier :

1.2.1.1. Extraction des polyphénols de lailpe des olives vertes :

Le protocole d’extraction des compospkénoliques a partir des pulpes d'olives est
basé sur la méthode décrite par BREMNES. (1995) dont les principales étapes sont résumées
dans la figure 11.

- La premiere est une extraction dans un mélamgghanol/eau (80/20, v/v) pour obtenir
initialement I'extrait des polyphénols totaux (PPT)

- La deuxieme étape de l'extraction a été réaliagec d'autres solvants a polarité
croissante ; I'hexane puis l'acétate d’éthyle, pettamt ainsi de séparer les composés de
I'extrait brut selon leur degré de solubilité daes solvants (NACZK et SHAHIDI, 2004).
L’hexane a pour but d’éliminer la fraction lipidigudélipidation) alors que les composés
phénoliqgues sont extraits avec l'acétate d’éthyde, dernier est souvent utilisé pour
I'extraction des composés phénoliques. En effedleraier a montré une meilleure efficacité
par rapport aux autres solvants. (OBIEfal, 2005 ; SAVARESEetal, 2007).

1.2.1.2. Extraction des polyphénols a partules feuilles d’olivier :

Le protocole d’extraction des composéempligues a partir des feuilles d’'olivier est
basé sur la méthode décrite par GARIBOlddlal. (1986) dont les principales étapes sont
résumees dans la figure 12.

- la premiere est une extraction dans un mélangbeanél/eau (80/20, v/v) pour obtenir
initialement I'extrait brut contenant les polyphé&ntotaux ainsi que d’autre composeés.

- La deuxieme étape de I'extraction a été réaliséec d’autres solvants a polarité
croissante (Hexane— chloroforme —Acétate d’éthyle) permettant ainsi de séparer les
composés de l'extrait brute selon leur degré deslesplubilités dans ces solvants
d’extraction (NACZK et SHAHIDI, 2004).

La méthode d’extraction appliquée  dahit compte de la qualité de lextrait,
autrement dit de la bio activité de ces principeffsa Dans la présente étude, la méthode de
maceération sous agitation permet d’accélérer legasus d’extraction tout en préservant la
bioactivité des constituants de I'extrait. De méfeedéroulement de cette extraction a
température ambiante ainsi que I'épuisement duasbla pression réduite permet d’obtenir le
maximum de composés et de prévenir leur dénabaraty modification probable due aux
températures élevées, utilisées dans d’autres uheshd’extraction (NACZK et SHAHIDI,
2004).
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10g de pulpe d'olives vertes

A 4

30ml de solution de méthanol/eau (80/20,

v

Agitation 30 min 30°c

Centrifugation (5min a 2400q)

Filtration sous vide

l _

Evaporation sous vide a 40°C

A4

Dénoyautage +

Lavage de la phase aqueuse avec de I'hexang
(3x15ml’

v

Extracton avec I'acétate d’éthvie (5xml)

A 4

Evaporation sous vide a 40°C jusqu'a

I'obtention d’'un résidu sec
|

v

Dissoudre le résidu sec dans 2ml de méthanp

Figure 11: Diagramme d’extraction des composés phéhiques
a partir de la pulpe d'olives vertes selon BRENES®t al. (1995).

¢ >3x (macération 30 minutes)
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50g de feuilles d'olivier
250 ml de solution méthanol/eau (80/20 , v/v)

'

Macération (3jours) & T° ambiante et a I'obscurité

Filtration sous vide
Evaporation sous vide & 40°C

v

Dissoudre le résidu sec dans 50 ml (acétone/ea ;

v

Lavage de la phase agueuse avec I'hexane (50mix4)

Lavage au chloroforme (50mix4)

Extraction avec %acétate d’éthyle (50mix4) ‘

&

Evaporation sous vide & 40°C jusqu'
I'obtention d’'un résidu sec

v

Dissoudre le résidu sec dans 5ml de méthanpl

Figure 12 : Diagramme d’extraction des congsés phénoliques
a partir des feuilles d’olivier (GARIBOLDI etal, 1986)
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1.2.2.3. Extraction des polyphénolspartir des margines:

Le protocole d’extraction des composés phdgnek a partir des margines est basé
sur la méthode décrite par DE MARGC# al. (2007) dont les principales étapes sont
réesumées dans la figure 13. Il s’agit d'une extoactliquide —liquide avec l'acétate
d’éthyle celui-ci est souvent utilisé pour ce tgpextraction (DELLA GRECAetal, 2004;
LESAGE-MEESSENet al, 2001). En effet ALLOUCHE, FKI et SAYADI (2004)nb
démontré que l'acétate d’éthyle est plus effioquze les autres solvants d’extraction avec
un taux d’extraction élevé. Celle-ci est précédémel étape d’acidification a pH 2 avec
'HCI cette étape est trés importante. En effetnddieu acide favorise permet la
précipitation des protéines et la rupture dessdizs établies entre les composés
phénoligues aux composants des parois cellulaires gue I'hydrolyse des phénols
complexes en phénols simples cela a été confinéosage spectrophotométrique que
la quantité de polyphénols dans les margines &esddst plus élevée que la quantité de
polyphénols dans les margines bruts. (OBEi@l, 2005 ; De MARCGCetal, 2007). Une
étape de délipidation a été effectuée dans le digteniner la matiére grasse  présente
dans les margines.

10ml de margine acidifié
HCI (pH=2)

Lavage a I'’hexane (2x15ml)

P E— Délipidation
Y
Centrifugatior(2400¢ pendant 15mi) (2x)

A 4
Extraction avec 10ml de d’acétate (v/v) (4x
Mélanger pendant 3min

v
Centrifugation a 3200g pendant 10min

v

Evaporation sous vide a 40°C jusqu'a I'obtentiamdésidu sec

N—r

Y
Dissoudre le résidu sec dans 3 ml de méthanol

Figure 13 : Diagramme d’extraction des composés phénoliques
a partir des margines (DE MARCOet al, 2007).
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1.3. Analyse des extraits phénoliques d’olivier:
1.3.1. Dosage des composés phénoliques :

La teneur en composés phénoliques dedreliffs extraits d’olivier a été estimée par la
méthode de Folin-ciocalteu selon SINGLETON et RO$HI65) qui est basée sur la
réduction en milieu alcalin de la mixture phosphastique (WO%) et phosphomolybdique
(MoO4%) du réactif de Folin par les groupements rédustales composés phénoliques,
conduisant a la formation de produits de réductiercouleur bleue. Ces derniers présentent
un maximum d’absorption a 760nm dont l'intensité peoportionnelle a la quantité de
polyphénols présents dans I'’échantillon (SINGLET&MNI, 1999 ; NUNZIA etal, 2009).

Les solutions des différents échantillom®ser et la gamme étalon sont préparées de la
méme maniére et dans les méme conditions.

Nous mesurons 12bde chaque échantillon ou dilution, aux quels majeutons
500ul d’eau distillée ; ensuite nous ajoutant 1P8yuréactif Folin —Ciocalteu, six minutes
plus tard, 1,25 ml de la solution aqueuse de ceteode sodium (NaCOs) a 7%sont
additionn& au milieuréactionnel (Annexe 1) que nous complétons a 3ved de I'eau
distillée apres avoir bien mélangé.

Apres 60 minutes d’incubation a températumdiante I'absorbance a été mesurée a
760nm au spectrophotométre contre un blanc sdratex

La quantification des composés phénoliquegté faite en fonction d’'une courbe
d’étalonnage linéaire de la forme y = ax réalisée uéilisant I'acide gallique comme
référence. Les résultats seront donc exprimés eunivagnts d’acide gallique. La
concentration des polyphénols totaux est calcul@artir de I'équation de régression de la
gamme d’étalonnage établie avec I'acide galliqu&qOug/ml).

1.3.2. Test in vitro de I'activité antioxydante de®xtraits phénoliques brutes:

Pour étudier l'activité anti radicalaire des diégts extraits, nous avons opté pour la
meéthode utilisant le DPPH (diphényl picryl-hydrgzgbmme un radical libre relativement
stable, selon le protocole décrit @RIGHENTE etal. (2007).Dans ce test les anti oxydants
réduisent le DPPH ayant une couleur violette ercamposé jaune en DPPH-H (diphényl
picryl-hydrazine)figure 14), dont l'intensité de la couleur et pogjonnelle a la capacité des
anti oxydants a donner des protons (SANCHEZ - MORERIO02 ; PISOSCHgt al, 2009).

La lecture se fait a 517 nm. Le contréle positifreprésenté par une solution d’acide gallique
comme un anti oxydant standard.

B f\l T

Sy T Antioxydant-OH @NQ + Antioxydant-O'
1
NH

Ne
ON A\ AN ON._A\._NO;
DPPH (violet) DPPHH (jaune)

Figure 14: Réaction d’'un ardkydant avec le radical DPPH.
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Brievement la solution du DPPH est prépaagesolubilisation de 4mg de DPPH dans
100ml de méthanol. 50ul des solutions d’extraitsnaiques ou standards sont ajoutés a
2ml de DPPH. Le mélange est laissé a I'obscpetédant 1heure et la décoloration par
rapport au contréle négatif est qui contient uaigent la solution de DPPH qu’on mesure a
517nm. Dans notre test le contrdle positif estésenté par une solution d’acide gallique
synthétique comme un antioxydant standard.

Les concentrations des extraits phénoliglagolivier (pulpes, feuilles et margines) dans
le milieu réactionnel, ainsi que celle de I'acghdlique utilisé comme témoin dans plusieurs
tests, sont comprises dans une gamme de 10 a/b0iOug

La diminution de I'absorbance est évaluee IPC50 (quantité équivalente en extrait qui
neutralise 50% du DPPH-). Une IC50 faible corregpa une activité antioxydante ou anti
radicalaire élevée de I'extrait. Le pourcentagd’aetivité anti radicalaire est estimé par la
formule suivante :

% d’activité anti radicalaire (IC50)= [(Absorbance a 517nm du contréle - Absorbance
a 517nm de I'échantillon) / Absorbance a 517nm deontréle] x100.

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicaladeux autres parametres sont introduits :

» Calcul de I'EC50 qui prend en considération la concentration de HDEIBns le milieu
réactionnel [ concentration effective a 50%, ECH&G50/mg de DPPH/mI)].

La valeur de chaque EC50 exprime la concentrates ektraits phénoliques adéquate
pour réduire 50% de DPPH en solution (LOZIENE, 200

Ce pramétre a été introduit par BRAND-WILLIAM& ses collaborateurs et a été
employé par plusieurs groupes de chercheurs paésepter leurs résultats, il défini la
concentration efficace du substrat qui cause leepmkr 50% de l'activité de DPPH (BRAND-
WILLIAMS etal, 1995 ; LOZIENE etal, 2007).

e Calcul du pouvoir antiradicalaire APR qui est inversement proportionnel a I'IC50
(APR=1/EC50) (PRAKASHt al, 2007 ).

1.4. Tests microbiologiques :
1.4.1. Les milieux de cultures utilisés et@paration des pré-cultures:
* Les milieux de cultures de base
Les milieux utilisés sont le milieu CAM (Coconut &gMedium) milieu de choix pour
I'étude a la fois de la croissance et la produnct’aflatoxines et le milieu PDA (Pomme de
terre, dextrose, Agar) milieu de repiquage des dmuches permettant la longue durée de
conservation des souches. Les protocoles de ptiépardes milieux sont donnés dans
'annexe 2.
* Préparation des pré-cultures (spores) :
Pour la standardisation de I'inoculumdégart, une méthode photométrique (ATWAL,
2003 ; ANONYME 2, 2008) est employée.
A partir d'une culture de moisissure psue milieu PDA, les spores sont raclées a l'aide
d'une ance, l'ance est déchargée dans 5 a 10 naudfEhysiologique stérile a 0,9%
additionnée de 0,1 % de tween 80 stérile selondthade dd. OPEZ-MALO et al. (2002).
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La suspension de spores est homogénéisée ; I'epdwitt Etre équivalente a 0,5 Mc Farland
ou a une densité optique comprise entre 0,08 &18,& 625nm. La densité mesurée a 625nm
est équivalente & 1x16pores/ml. L'inoculum peut étre ajusté s'il esptaense avec de I'eau
physiologique stérile. A partir de la on effectueetsérie de dilutions afin d’obtenir la charge
de spores voulue pour les essais.

La densité de spores peut étre aussi coé@éirpar comptage sur cellule de Malassez
(ANONYME 2, 2008).

1.5. Etude de l'influence des composés et des extsgohénoliques sur la croissance et la
production d’Aflatoxines par A. flavuset A. parasiticus

1.5.1. Tests antifongiques :

e Test préliminaire :

Les extraits phénoliques sont obtenus dans du mettha toxicité de ce dernier a été
testé vis-a-vis de ces deux souches. Un contréle salvant (méthanol) a été effectué en
parallele. Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est utilissomme milieu non toxique en
remplacement du méthanol.

* Préparation des composés phénoliques:

Des quantités appropriées des polypkéfes acides vanillique, caféique (Acide 3,4
dihydroxy benzoique), gallique, I'oleuropéine e$ l&nnins) sont testées dans les mémes
conditions que les extraits phénoliques, c'estr@ diluées préalablement dans du méthanol
pour la méthode des disques, dans du DMSO pouéthade de contact direct.

Des solutions phénolique de 0,01994).8t 1% ont été préparées pour les composés
phénoliques choisis comme polyphénols individuéissaque pour les extraits phénoliques
obtenus a partir des feuilles, des pulpes et deagines, les concentrations utilisées sont
celles des polyphénols contenus dans les extragsrg respectivement 16,78 mg/ml, 7,49
mg/ml et 2,62 mg/ml.

A partir des solutions meres de compgsésnoliques et d’extrait phénolique de
feuilles, pulpes et margines diluées au milieu CAMg gamme de concentrations a été
testée, celle —ci comprend les concentrationsQjd#%, 1% et 2,5% pour la méthode de
contact direct.

e Tests du pouvoir anti fongique des composés phénmlies et des extraits
phénoliques:
Pour l'étude de l'activité antifongique des CP s dextraits phénoliques, deux
méthodes ont été utilisées :

-La méthode de diffusions sur gélose ou méthode déisquesest la plus utilisée pour faire
des tests d’antibiogrammes (ANONYME 2, 2008). Disgjages de papier Whatman n°3 de 6
mm de diametre sont imprégnés de CP standardsidondilement ou d’extrait phénolique
jusqu’a saturation (50ul). Les disques sont ségsipi’a évaporation du solvant (méthanol)
puis stérilisés sous UV a 254 nm pendant 45 midépbsés aseptiquement a la surface du
milieu test CAM semi solide pré-ensemencé avetspies/ml des souches cibles
(Aspergillus flavuet Aspergillus parasiticuset coulés en boites de Pétri.
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Les boites sont mises a incuber a 288ddant 72 heures. L’activité antifongique est
appréciée par la mesure du diametre des zones iltioh autour des disques
(KORUKLUOGLU et al, 2007). Les zones d'inhibitions circulaires cop@sdent a une
absence de culture (REMIC, 1999 ; ANONYME 2, 206RCHAMBAUD, 2009).

-La deuxieme méthode est celle de contact direqiMISHRA et DUBEY, 1994 ;
BELGHAZI etal, 2002). Les CP et extraits phénoliques ont étébdidées dans du DMSO
(LAHLOU, 2004 ; ALAM et MOSTAHAR, 2005).

Des quantités appropriées des composésolipges et des extraits phénoliques
(feuilles, pulpes, margines) ont été ajoutées ailieunde culture sélectionné CAM stérile
encore liquide pour obtenir les concentrations, A& 1% et 2,5%.

Le volume du milieu de culture est de 20bwite, les CP ainsi que les extraits
phénoligues sont ajoutés au milieu de culture a téanpérature de 56°C
(SUBRAHMANYAM etal, 2001).

Les souches testées sont incubées penglamts7a 28°C +02°C.

Des boites sont préparées en parallele des milieux dépourvus d’extrait phénolique,
il s’agit des milieux témoins.

Aprés solidification, 10ul d'une suspemside spores de iGspores/ml de souches
testées est déposée au centre a I'aide d’'une npettg dans un puits de 5 mm de diametre
creusé a l'aide d’un capillaire en verre au cedtrenilieu de culture.

Le suivi de la croissance se fait en mesuchaque jour le diamétre des cultures
formées en mm, jusqu’a I'observation d’'un débuspgerulation ou envahissement total de la
boite.

Pour évaluer l'effet des composés et ddmits phénoliques sur la croissance des
souches tests, la mesure du diametre des cultgtesffectuée ainsi que I'estimation du
pourcentage d’inhibition par rapport un témoin ss&P ou extraits phénoliques selon la
formule suivante décrite par de VIVEX al, (2008) :

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

DP : Diamétre des cultures traitées par les compodés ektraits phénoliques.
DT : Diametre des cultures témoins non traitées pardegoseés et les extraits phénoliques.

» Détection et confirmation de la production d’aflataxines des souches tests apres
traitement avec les composés et les extraits phéimples par UV et par CCM :

-Screening par UV :

Les aflatoxines possédent une fluorescence propiie pgrmet de les détectées
généralement dans I'UV lointain & 365nm. A cettegioeur d’onde, elles sont fluorescentes :
couleur bleue pour les Aflatoxines B (Blue), vepeur les aflatoxines G (Green). Le
screening témoin est réalisé a partir des souchsts Aspergillus flavuset Aspergillus
parasiticusproducteurs d’aflatoxines. Ces souches ont éténemiscées au niveau central du
milieu gélosé a base d’extrait de noix de cocchidpeté (CAM), favorable a la production
d’aflatoxines (DAVIESet al, 1987 ; PAULAetal, 2009)
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La détection de la fluorescence sur le miliecudéure a base de noix de coco CAM, est
réalisée selon la technique décrite par DA¥1&l. (1987) et FENTEetal. (2001).

De méme lscreening de la production d’aflatoxines des dewckesAspergillus flavus
et Aspergillus parasiticusdans le milieu CAM contentant les composés et adstr
phénoligues est effectué. En effet aprés 7 jouirscdbation sur milieu CAM, les cultures
obtenues par la méthode du test par contact ditestextraits phénoliques et composés
phénoliques sont soumises au rayonnement UV an3gfnr le screening de la production
d’aflatoxines Les couleurs verte et bleue permettent de diséinpuproduction d’aflatoxines
G et B respectivement.

-Screeningpar chromatographie sur couche mince (CCM) :
» Extraction des aflatoxines du milieu de culture :

La confirmation de la production des Aflatees est réalisée par chromatographie sur
couche mince (CCM). Les cultures des isolats siemCAM a différentes concentrations de
CP et d’extraits phénoliques obtenu par la métrdmeontact direct ont subi une extraction
au méthanol selon la méthode décrite par CALV@l.ef2004) avec quelques modifications.
Six disques de 6mm de diamétre (environ 0,5g) deéeumcolonisé par le mycélium sont
découpés a l'aide d’'une pipette pasteur stérilipésgs puis écrasés a l'aide d’'une spatule.
Les aflatoxines sont extraites avec 1ml de méthdans des eppendorfs. La macération dure
1 a 2 heures, les extraits sont obtenus apréesifoagation des échantillons a 12 000 tours
pendant 15 minutes. Les surnageants (extraits)réonpéres puis conservés a +4°C dans des
eppendorfs préalablement stérilisés. Ces étapeeHentuées a I'abri de la lumiére.

» Détection par CCM :

La chromatographie sur couche mince esttedenique de séparation des constituants
d’'un mélange complexe par entrainement a 'aidee&’phase mobile (solvant) le long d’'une
phase stationnaire (Gel de silice), en se basarieahénomene d’adsorption et de partage.
La méthode utilisée pour la détection des aflatexipar CCM est celle décrite par 'A.O.A.C
(Official Methods of Analysis) (2000). Des plaqu@® x 20cm, 0,20mm d’épaisseur) de gel
de silice-60 254F ont été utilisées. Le solvantéeeloppent est un mélange de chloroforme
/acétone (90/10, VIMICALVO etal, 2004 ; ROMINA etal, 2008 ; ROCHA VILELAet al,
2009).

Des fractions de 15 a 25 pl sont appligssegneusement sous une lumiére tamisée en
evitant d’abimer la surface de chaque plaque. QG&gaptions sont importantes pour
'obtention d’'une bonne qualité de séparation déatéxines. Un volume de 15ul d’extrait
d’aflatoxine G, fourni par 'TENS a été utilisérnme témoin est appliqué en méme temps
gue les extraits a analyser. Le développement desmatogrammes est effectué dans une
cuve (25x25x10cm) préalablement saturée avec l@rsgsde solvant de développement.
Apres migration, les plaques sont retirées et schées aflatoxines sont détectées en placant
les plaques sous lumiere UV (366nm).

Les Aflatoxines B et G apparaissent sousiéode tache bleue et verte respectivement.
Une comparaison des rapports frontaux) (Bes extraits avec ceux des témoins et de
lintensité de la fluorescence des taches permetadirmer la présence d’aflatoxines et
d’apprécier les quantités produites.
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2.1. Analyse des extraits phénoliques :
2.1.1. Résultats du dosage des polyphénols tatau

Le dosage spectrophotométrique par le réactifadim—Ciocalteu a permis de déterminer
la teneur totale des polyphénols dans les pulpekve, feuilles et margined.es résultats
obtenus du dosage des PP sont représentés dabtekutVI et par la figure 15. Ces résultats
ont été quantifies par référence a I'acide galligue comme le polyphénol standard ou de
référence. Le nombre d’essai effectué est de 3.

Tableau VI: Résultats du dosage des polyphénols totaux (PPT)dextraits d'olivier a
partir de la pulpe d'olives, des feuilles et des nmgines d’Olea europed. variété chamlal
exprimés en équivalent en acide gallique (MgEA@IdYEAG/100q), les valeurs sont la
moyenne de 3 essais.

Extraits PPTImgEAG/Q) PPT QEAG/100g
Feuilles [16,78 + 1,02] [1,678 + 0,102]
Pulpe [7,49 £ 0,31] [0,749 + 0,031]
margine [2,62 + 0,30] [0,262 + 0,030]

Les teneurs en PP enregistrées montrent dgsontoms allant de 0,1 a 1 %
(figurel6). Les teneurs enregistrées en equivalactde gallique sont de : [1,678 £ 0,102] g,
[0,749 £ 0,031] g et [0,262 + 0,030] / 100g de matévégétal, respectivement avec les
extraits de feuilles, pulpes et enfin des margineextrait des feuilles constitue la fraction
phénolique la plus importante avec [1,678 £ 0,102D0g de feuilles suivie de celle de la
pulpe avec [0,749 + 0,031] / 100g de pulpes. lezetirs les plus basses ont été obtenues
avec les margines avec [0,262 = 0,030]/100g.

a7



Partiell Résultats et Discussi

0,9
08 y =0,0042x
2 R?=0,998

0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Absorbance a 760nm

0 50 100 150 200 250

Concentration d'acide gallique en (10 3mg/ml)

Figure 15: Courbe étalonobtenue en fonction de la concentration dd’acide gallique et

des densités optiques a 760nm.

()] -

£ 1

E .
& 08 - Hm Margines
b5 H Pulpes
5 06 -

2 ’ ¥ Feuilles
‘O

-

S 04

©

Q.

17

3 0,2 -

P

g 0 -

Figure 16 Teneur en polyphénols totaux (g/100g de matieretgétale

48



Partie Il Résultats et Discussion

La teneur en polyphénols des feuilleki@mlal est supérieur a celles des variétés
Chemlaliet Chemchalide Tunisie qui est de l'ordre de 1,40 g/100 g dedpe de feuilles
rapportées par BOUDHRIOUAL al. (2009). La méme teneur est trouvée par MOLINA
ALCAIDE ET NEFZAOUI (1996)rapporté par BOUDHRIOU/At al. (2009) pour lavariété
Picual d’Espagne. Alors que les feuilles d'olivier demigtésChetouiet Zarrazi de Tunisie
présentent une teneur bien supérieur en PP spiéépar2,32 + 0,11 et 2,01 + 2,01 g /100
g de poudre de feuilles respectivement. Toutefleisgoncentration trouvée reste dans la
gamme rapportée par SILVét al (2006) qui est de 1,17- 4,01g/100g de poudrediids.

La teneur en polyphénols des margiredadvariétéchamlal [2,62 + 0,30] g/l
obtenue est presque équivalente a celle trouvés e margines de la province de
Benevento (ltalie) qui est de 2,59/ (DE MARG®al, 2007) utilisant le méme protocole
d’extraction.

La teneur en PP des pulpes de la eadéchamlal qui est de [7,49 + 0,31] mg
EAG/g de pulpe est plus importante que celles dpgaes d'oliviers cités dans les données
bibliographiques. Ainsi pour les variétés d’ltadieEspagne on note 2,5+ 0,11 a 4,3 + 0,25
mg EAG/g de pulpe (VASILEIOS ZIOGAESt al, 2010).Tandis que des taux élevés de PP
ont été trouvés dans les olives vertes de la éari@mlalide Tunisie (BOUAZIZetal, 2004
cité par VASILEIOS ZIOGASetal, 2010).

La variation de la teneur en PPT esuvent considérable elle est dépendante de
plusieurs facteurs : des conditions climatiquegésigraphiques (MYLONAKIEt al, 2008 ;
VASILEIOS ZIOGAS et al, 2010), des variétés d'olivier, des conditiorsadilture et du
degré de maturation (BOUDHRIOU#t al, 2009 ; VASILEIOS ZIOGASet al, 2010), de
I'état physiologique et I'age de la plante (DE LESRDIS et al, 2008).

Plusieurs études ont montré la contributmmsidérable de ces facteurs liés a l'altitude
sur la voie de biosynthése des composés phénsliqser divers variétés d'oliviers.
(VASILEIOS ZIOGASetal., 2010). Comme exemple avec la variétnfissigKonservolia)
de Grece, cultivée a 10 et 300métres d’altitualéeheur en composés phénoliqgues au stade
des olives vertes est de 2,5 £ 0,11 mg (EAG/givEs) a 10 et 300 metres d’altitudes, cette
teneur diminue au stade des olives pourpres axecteneur de 1,9 £ 0,05mg/g. Alors
gu’elle augmente au stade des olives noirs an88fes d’altitudes avec une teneur de
2,9 £ 0,16 mg/g en comparaison a celle obtenue raétfes d’altitudes qui est de 2,3 £ 0,15
mg/g. BOUAZIZ et al. (2004)ont noté une augmentation des composés phéeslidans
I'olive de la variétéChemlali de Tunisieau dernier stade de maturation a 10 et 300 metres
d’altitude.

De plus, le rendement d’extraction dépend de laargél du solvant utilisé, qui
détermine la quantité, la qualité des composésqiiggres extraits et de la classe des phénols
dans le matériel végétal (NACZK et SHAHIDI, 2008INEIROet al, 2008).

Des études ont rapportés que les hautdemeents sont habituellement obtenus avec
I'éthanol et le méthanol et leurs mélanges avemul'den effet I'eau joue un réle important
dans le processus d'extraction des PP en augmelsantdiffusion des tissus végétaux
(ALUOK et al, 2008). D'apres, SAVARESEt al. (2007), CHEWet al (2009), le méthanol
est le solvant de choix pour I'extraction des PRyB4ir des fruits, végétaux et huiles. Grace a
sa polarité et sa capacité a réduire I'activité pEgphénol-oxydases, ce solvant a prouvé son
efficacité d’extraire les PPT simples (RYA&t al 2001 ; ABAD-GARCIA et al, 2007).
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Quand a l'acétate d’éthyle, c’est un solvant téedif pour les molécules de bas (180 Da) et
moyen (13KDa) poids moléculaire (OBEH#D al,, 2005).

De plusAIT BADDI etal. (2008) ont déemontré que l'acétate d'éthyle exerce lusaus
un haut pouvoir d’extraction. Il contribue aussi'éimination des fractions protéiques,
glucidiques et acides organique qui peuvent interfavec I'extrait phénolique

L'utilisation de I'hexane ou le chlorefoe n'augmente pas la concentration des PPT
dans l'extrait mais elle permet déliminer la fiact lipidique du matériel végétal
(MICHAILOF et al, 2008).

Le facteur temps d’extraction est considérablemiemortant. En effet un temps long
augmente la possibilité d’oxydation des CP, a mgns des agents réducteurs sont ajoutés
dans le systéme d’extraction comme l'acide ascasb@ bisulfite a raison de 2% (NACZK et
SHAHIDI, 2004 ; OBEIDetal, 2005).

La méthode de Folin-Ciocalteu a été sieghour doser les polyphénols pour les
raisons suivantes :

C’est une méthode qui satisfait aux oegede faisabilité et de reproductibilité, la
disponibilité du réactif de Folin et la méthodélsen standardisée, la grande langueur
d’onde (760nm) d’absorption du chromophore perneanthimiser les interférences avec la
matrice d’échantillon qui est souvent colorée, tclestest largement pratiqué dans les
laboratoires de recherche a travers le mondear{get al., 2005).

Les teneurs des PPT déterminées ne sontlgsmsnesures absolues des quantités des
phénols du matériel de départ, elles sont en lfagées sur la capacité réductrice relative a
une capacité réductrice équivalente a I'acide gadli(EAG). Les valeurs obtenues par la
méthode colorimétrique fournie des informationsecles sur la quantité des groupes
phénoligues antioxydants de I'extrajtii dépend essentiellement du nombre des groupes
hydroxyles de ces derniers (BALASUNDRA®tal., 2006).

2.2.Résultat du test in vitro de I'activité antbxydante :
2.2.1.Effet scavenger du radical DPPH :

L’activité anti oxydante des différents extraitold/iers (feuilles, pulpes et margines)
est évaluée en suivant la réduction du radicalHDRE s'accompagne par son passage de la
couleur violette a la couleur jaune mesurable aB17

Les profils d’activité anti radicalaire obten (figure 17) révelent que les I'extraits
d’oliviers (feuilles, pulpes, margines) possedemt activité anti radicalaire dose dépendante.
Les valeurs des IC50 des différents extraits ofitdéterminées et confinées dans le tableau
VII.

LOZIENE et al.(2007) ont rapporté que la concentration en palypls totaux est
corrélée significativement avec la capacité anti@e évaluée généralement par le test de
DPPH.
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Figure 17: Activité antiradicalaire des extraits doliviers et de I'acide gallique
(chaque valeur represente la moyenne de troisses &)

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicaladeyx parametres sont introduits et
présentés dans le tableau VII:

e Calcul de 'EC50 qui prend en concidération la concentration de @S le milieu
réactionnel [ concentration effective a 50%, ECBEG50/mg de DPPH/mI)].

La valeur de chaque EC50 exprime la concentratesneatraits phénoliques adéquate

pour réduire 50% de DPPH en solution (LOZIE&tEI., 2007).

e Calcul du pouvoir antiradicalaire APR qui est inversement proportionnel a I'lC50
(APR=1/ECH50).

Tableau VII: L’activité antiradicalaire des extrai ts phénoliques et de I'acide gallique.

L’extrait IC50 (ug/ml) EC50(ug/ml) ARP
I ——————————
Feuilles 26,85+ 0,21 0,67 £ 0,005 1,49 + 0,014
Pulpes 28,75+ 0,22 0,72 £ 0,005 1,38 + 0,152
Margines 16,33+ 0,47 0,41 +0,012 2,44 £ 0,070
Acide gallique 99 +11,57 2,47 £ 0,29 0,43 £0,047

Les valeurs représentent la moyenne de tnoésures + SD.



Partie Il Résultats et Discussion

Parmi les trois extraits d’oliviers, I'extrait desargines représente I'extrait le plus actif
avec une IC50 de l'ordre de 16,33 £ 0,47ug/ml & ARR de 2, 44 £ 0,070, cette activité est
deux fois plus importante que I'acide gallique isélcomme temoin, suivie par les feuilles
avec une IC50 de 26,85 £ 0,21 pg/ml et une ARP, 4@ #0,014 et enfin I'extrait des pulpes
d’olives avec une IC50 de 'ordre de 28,75 + 0,2Aree ARP de 1,38 + 0,152 (figure 18).

F : Feuilles

P : Pulpes

M : Margines

AG : Acide gallique

2,5

15
1
0,5
0 , ]
F P M AG

Figure 18 : Histogramme des APR des extraifghénoliques et de I'acide gallique.

Puissance antioxydante

L’'acide gallique a été utilisé comme réfice, son activité anti radicalaire a été
longuement étudiée, en raison de sa large répartians les especes végétales, beaucoup
d’études ont montré son efficacité anti radicalaiou son utilisation comme modele dans
les tests antioxydants, en effet I'acide galliguenontré une activité anti radicalaire envers
plusieurs radicaux tels I'anion superoxide, lesaaak hydroxyles, 'oxygene singulet et les
radicaux peroxydes et protége les cellules des dmgaminduits par les UVB ou les
irradiations ionisantes (RICHARDS et ADAMS, 1987ABAKI et al, 1994, 1995a,1995 b ;
SAWA et al, 1999). Selon YOU-CHENG HSEE! al. (2008), I'activité anti radicalaire en
utilisant des concentrations de 25 a 100ug/ml dieiselon l'ordre suivant vitamine C >
acide galliqgue > Trolox. Le Trolox étant la réféceria plus utilisée pour I'étude de l'activité
antioxydante de diverses substances biologi(BESIAVENTE-GARCIA etal, 2000 ;

SILVA etal, 2006).

Ces résultats de l'activité antioxydams extraits phénoliques peuvent s’expliquer par
la différence de la composition phénolique de cdgras. En effet la capacité de réduction
des radicaux libres est largement influencée pawfaposition phénolique de I'échantillon
(CHEUNGet al, 2003 ; YOU-CHENG HSEl@tal, 2008).
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RODletal. (2002) ont rapportés qu’apres extraction de léndiblive, moins de 2% des
composeés phénoliques de fruit se retrouvent daltes-aie et plus de 98% passent dans les
margines appelé aussi eaux de végétation, paeqgaence, ce résidu peut étre considéré
comme une source importante de ces composés. laegetla quantité des polyphénols
contenue dans les margines dépendent de pludectesurs qui sont en général d'ordre
géographique, variétal, saisonnier et le mode chekbn.

Parmi les composés phénoliques des margsedon DE MARCQet al (2007), le plus
abondant et trés intéressant de point de vue ioaimil est I'hydroxytyrosol [2-(3, 4-
dihydroxyphényl) éthanol: HT], largement étudié sts propriétés antioxydantes et
pharmacologiques ont été démontrées. Dans les meargie HT se présente a I'état libre
(monomere), sous forme lié (oleuropéine, verbadedst sous forme glycosylée (OBE#D
al., 2007). Un autre composé phénolique simple idéntiins les margines est le 3, 4-
dihydroxyphénylglycol (DHPG), de structure simiig celle de HT mais avec présence d’'un
groupe hydroxyle supplémentaire et doué des prdgsriantioxydantes (LIMIROLEt al,
1996).

Les composés phénoliques des fruits etfeleiles de la famille de Olea europea
varient guantitativement et qualitativement durda® processus de développement et de
maturation (BOUDHRIOUAet al., 2009). Les feuilles constituent un autre souslypitode
lindustrie oléicole, qui a été exploré comme seude composés phénoliques. Selon DE
LEONARDIS et al (2008), la composition phénolique des feuilles sisiilaire a celle des
olives, I'oleuropéine et autres sécoiridoidest les principaux composés. La concentration de
I'oleuropéine dans les feuilles est significativermelus élevée que dans le fruit ou dans
'huile (SCHEFFLERet al, 2008).

Il existe donc des différences quantiegiet qualitatives en composition phénolique des
feuilles, de fruits (olives) et les sous produsisuis de I'industrie oléicole ce qui peut expliquer
la différence de I'activité antioxydante des exsaibtenus.

2.3. Tests microbiologiques :
2.3.1. Les résultats des tests préliminaires :

+ Détection de la fluorescence sur milieu CAM des sohes tests :

Dans le milieu CAM, les Aflatoxines, com@&es aux matieres grasses de noix de coco,
donnent une fluorescence visible sous UV (366nmipstisur le revers du mycélium. En
effet, aprés 72 heures d'incubation a 28°C, leglses tests productrices d’aflatoxines B et G
développent autour du mycélium une fluorescencaebket verte respectivement, visibles
sous lumiére UV a 366nm et un revers de la col@niee orangé visible a la lumiere du jour.
Apres 7 jours d’incubation les résultats obterarg sonsignés dans la figurel9.
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a) b)
Culture d’ Aspergillus flavus(a) etAspergillus parasitics (b) aprés 7 jours d’incubation
sur milieu CAM a 28 °C.

c) d)
Revers jaune orangé (observé a I'eeil nu).Culturd’Aspergillus flavus(c) etAspergillus
parasiticus(d) aprés 7 jours d’'incubation sur milieu CAM a 28°C.

e)fluorescence bleue a (366nm) f) fluorescence bleu vert a (366nm)

Figure 19: Mise en évidence par fluorescence sousniiéere UV a 366nm de la
production des aflatoxines des souches testsAdpergillus flavus et d'Aspergillus
parasiticussur milieu CAM aprés 7 jours d’incubation a 28° +02C.
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* Etude du pouvoir producteur d’aflatoxines par lesdeux souches testdspergillus
flavus et Aspergillus parasiticuspar CCM :

Une extraction des aflatoxines a été effectuéedsiconfirmer la production de celles-ci
par ces deux souches apres 7 jours d'incubafnservée par UV sur milieu CAM a
366nm cette fois la confirmation ce fera par CCNuife 20).

Af : A. flavus test

Ap : A. parasiticus test
APt : A. parasiticus
témoin

Figure 20 : photo de chromatogramme résultant dédnalyse d’extraits d’aflatoxines
des deux souches tesks flavuset A. parasiticus.Par chromatographie sur gel de silice
(révélation a 'uV)

Le chromatogramme photographié sous lampe &J866 nm montre des spots de
couleurs différentes, qui sont séparés apres d@vetoent de la plaque par le biais du
systeme de solvant (Chloroforme / Acétone : 90V,

Les taches bleues correspondent aux gitet® B (Blet B2), alors que les taches
vertes correspondent aux aflatoxines G (G1 et B&ppelons queéspergillus flavugproduit
les aflatoxines B (B1 et B2) et qéespergillus parasiticuproduit les quatre aflatoxines B
(Blet B2 ; G1 et G2).
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 Résultat du test de toxicité du méthanol avec la ti&de de contact direct :

Si les extraits doivent étre soumis aux essaisogigles, la toxicité du solvant peut
€galement étre critique car méme en traces, leasbive doit pas interférer dans I'activité
biologique. L’attention devrait également étre @eétaux interactions possibles entre le
solvant et les corps dissous pendant que le sopeuit réagir avec certains composés pour
produire des complexes ou pour causer la déconqusilta déshydratation ou
I'isomérisation de ces composés (YRIJONEN, 2004).

Le test préliminaire avec les solvants (méthandVMSO) a été réalisé dans le but de
choisir le solvant approprié qui ne présente awftat sur la croissance normale des souches
a tester.

Les résultats de la toxicité du méthanol daenéthode des disques sont regroupés dans le
Tableau VIII. L'effet du méthanol par la méthode abntact direct sur les deux souches est
représenté dans la figure 21.

Tableau VIII: Influence du solvant sur la croissance’Aspergillus flavuset Aspergillus
parasiticusavec la méthode de contact direct.

Solvant Souche sur | Souche sur CAM| Souche sur CAM
CAM sans | avec DMSO avec méthanol
solvant
(Témoin)

Concentration du 0 0,1ml 1ml 0,1ml 1ml

solvant/20ml de CAM

Diamétre et Sporulation 60mm 60mm | 60mm | 20mm 4mm

d’Aspergillus flavus (+++4) (+++4) (+++) (0) (0)

Sporulation dAspergillus 60mm 60mm | 60mm | 15mm 5mm

parasiticus (+++4) (+++4) (+++) (0) (0)

Durée d’incubation 7 jours
(+++) : Forte sporulation.
(0) : Absence de sporulation visible.

Au vu des résultats obtenus, le méthanol exereecartaine répression sur la croissance
et la sporulation des deux souches tests avecaneitration de 0,1ml /20ml de CAM, il ya
influence sur le développement normal des deux hesuenais aussi sur l'apparition des
spores. L'inhibition de la croissance ainsi quéadgporulation est presque de 100% pour une
concentration de 1ml /20ml de CAM (figure21). AleddMSO la souche croit normalement
par rapport au témoin sans solvant avec les mémesettes mesurés durant la croissance
avec une sporulation abondante jusqu'a l'envehient de toute la boite en dépassant la
durée d’incubation (plus de 7 jours).

D’apres ces résultats, il convient disét la méthode qui consiste a additionner
directement les composés et extraits phénoligaes te milieu de culture. Les composés
phénoligues nécessitant un solvant de récupérattonle dissolution, le DMSO a été
sélectionné comme solvant de choix vu les résufiatisfaisant du test préliminaire avec ce
dernier (figure 22).

56



Partie Il Résultats et Discussion

Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est un solvant organique de formule bruteOS.
C'est un liquide incolore qui est utilisé en chireteen pharmaceutique pour sa capacité a
solubiliser de nombreux solvants organiques, mgaeénent des sels du fait de sa forte
polarité.ll présente eégalement des propriétés anesthésawadi-bactériennes (PAUkL al,
2000).

et . 7
Aparasticus s - ; Aflavus

LIV

Figure 21: Aspect des deux souches tegtsflavuset A. parasiticusapres traitement avec

le méthanol sur milieu CAM Apres 7 jours d’incubation a 28 + 02°C.
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Aparasiticus

DMSO(0. 11l 20mlCANME

DMSO( 1 ralr20ral)

Figure 22: Aspect des deux souches teds flavus et A. parasiticusapres traitement avec
le DMSO sur milieu CAM Apreés 7 jours d’incubation a 28 + 02°C.
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2.3.2. Reésultats du test antifongique des extraitet composés phénoliques avec la
méthode des disques :

La figure 23 et le tableau IX donne lésultats obtenus sur la capacité antifongique des
composés et des extraits phénoliques utilisés tangilieu de culture CAM. En effet les
composés ainsi que les extraits phénoliques tsstemilieu CAM semi solide apres 3jours
d’incubation ont montré une activité antifongiqus-a-vis des deux souches testéeflavus
et A. parasiticus a une concentration de 1% pour les composées phées et aux
concentrations obtenues lors du dosage de Folioaten pour les extraits phénoliques
d’olivier (feuilles, pulpes, margines) et qui sate [16,78 = 1,02] mg/ml, [7,49 + 0,31]
mg/ml et [2,62 £ 0,30]mg/ml respectivement.

Apres 7 jours d’incubation un envahisseimetal des boites par les spores a été
observé.

Aux concentrations inférieures a 1%, I a pas d’activité antifongique observée et les
résultats obtenus sont inférieurs a celles olstgram KORUKLUOGLUetal. (2007) avec
I'acide caféique et I'oleuropéine sur un autre euilgui est le milieu PDA.

En effet avec I'acide caféique les diaeett'inhibitions obtenus par KORUKLUOGLU
etal. (2007) sontde 12 +1,7 mm et 11 + 1,6 mm avexd®uches d&. flavus,I'une est
issue d'olives en conserve et l'autre des noisettepectivement et 12 + 1,5mm avec une
souche dA. parasiticusissue d'olives en conserve. Avec l'oleuropéines tkametres des
zones d'inhibitions sont de 12 + 1,3mm et 16 + & avec les deux souchesAdflavus
respectivement et 16 £ 2,4 mm avec la soucle parasiticus Aucune zone inhibition n’a
été observée avec l'acide caféique pour la southeflhvusissue d’une variété de fromage
et la souche &. parasiticusissue du painAucune zone inhibition n’a été observée avec
I'oleuropéine pour la souch®. flavusissue du fromage et la souché@dparasiticusssus du
pain.

Avec une concentration de 30mg/ml I'extraiéthanolique de feuilles d’olivier @lea
europeal. de Turquie, les zones d’inhibitions obtenueststn13 = 1,4mm avec la souche
d’A. flavusissue d'olives en conserve. Aucune zone d’intohith’a été observée pour les
souches dA. parasiticugestées issues d'olive en conserve et du pain KORIBGLU etal.
(2007). Alors que la concentration de [16,78 + 1,0®/ml de I'extrait méthanolique des
feuilles d’olivier de la variét€hamlala montré une efficacité avec une zone d’inhibitien
12 + 1,2 mm et cela pour les deux souches testées.

Ces différences peuvent s’expliquées joaigine des souches testées, les différences
des milieux de cultures utilisés et enfin les com@ions des composeés inhibiteurs utilisés
(ROBERTetal., 2008)
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Tableau 1X: Zones d'inhibitions en (mm, moyenne £Sdes extraits phénoliques

d’olivier (feuilles, pulpes, margines) et composéphénoliques testés sur les deux
souches fongique#spergillus flavuset Aspergillus parasiticusur CAM apres 3 jours
d’incubation (n=3)

Extralts1 ph¢n0|'que8 Vanilline en (%) Acide caféique en (%)
d’olivier e oo
Lt s Zone d’inhibition Zone d’inhibition
h Zone d’inhibition (mm)* (mm)*
Souches (mm)*
P F M 0,01% | 0,1% 1% 0,01% | 0,1% 1%
A. flavus 13+x2,4 | 12£1,2 | NM N N 9+0,9 N N 10+1,2
() 1@ &) (+) () (+) (+) ()
A. parasiticus | 13+2,4 | 12+1,2 | NM N N 10+1,2 N N 10+1,2
() 0 1E#)] &) (+) () (+) (+) ()
Suite :
, , Oleuropéine en (%) Tannins en (%)
Acide gallique en (%) Zone d'inhibition Zone d'inhibition
Zone d’inhibition (mm)* N N
(mm) (mm)
0,01% 0,1% 1% 0,01% 0,1% 1% 0,01% 0,1% 1%
N N 9+0,8 N N 08+0,1 N 08+0,1
(+) (+) () (+) (+) () (+) (+) ()
N N 9+0,8 N N 08+0,1 N 10+0,9
(+) (+) () (+) (+) @) (+) (+) ()

* . moyenne de 3 essais
P : extrait de pulpesF : extrait de feuillesM : extrait de margines, NM : zone d’inhibition
non mesurable, N : pas d’inhibition, (-) : passgerulation, (+) sporulation.
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Oleur0,1%

Figure 23 : Aspect de I'activité antifongique des extraits pbléques synthétiques testés
avec la méthode des disques sur milieu CAM sendealpres 3 jours d’incubation

(Af: A. flavus, Ap: A. parasiticus T : témoin sans extrait AC : acide caféiqueV :
vanilline ,AG : acide gallique Qleur : oleuropéine Tan : tanninsJF : feuilles,P : pulpes,
M : margines).
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Au vu des résultats obtenus, le milieu CAM a ré&sgervé pour le test de contact
direct et la concentration choisie pour cette md¢hest donc de 1% pour les composés
phénoliques concentration qui a prouvée son effeantifongique alors que pour les extraits
phénoliques d'oliviers (feuilles, pulpes et marghenous conservant les mémes
concentrations obtenues lors du dosage de Folinatew.

2.3.3. Résultats du test de Mesure de I'activité dextraits et composés phénoliques sur
les deux souches fongiqueAspergillus flavuset Aspergillus parasiticuspar la méthode
de contact direct sur milieu CAM :

2.3.3.1. Les composés phénoliques:

La figure (24,25) et le tableau X consgies résultats obtenus sur I'effet des composés
phénoliques pris individuellement sur la croissatheg deux souches.

Les cing polyphénols testés ; vanilliaeide caféique, acide gallique, oleuropéine et
tannins sur milieu CAM ont exercés une actionbithice sur la croissance des deux souches
de moisissured\. flavus et A. parasiticuette activité antifongique est augmentée avec
'augmentation de la concentration, elle est di¥ggendante.

La vanilline a un effet inhibiteur suma troissance des deux souches et cela pour
toutes les concentrations étudiées. Pour la coratem de 1% le pourcentage d’inhibition
est de 16,66 + 2,88% par rapport au témoin, celuauwgmente en augmentant les
concentrations de la vanilline dans le milieu. Efete les concentrations de 1% et 2,5%
semblent avoir un effet marqué sur l'inhibitionldecroissance de ces deux souches avec des
pourcentages de 32,77 + 0,78 % et 66,10 + %9%ourA. flavus 41,66 * 2,88 % et
69,44 + 0,96 % pouA. parasiticusrespectivement par rapport aux témoins jusqu'a
l'inhibition totale a des doses plus élevégspergillus parasiticusembleétreplus sensible a
la vanilline quAspergillus flavusLa figure 25montre I'absence de sporulation chaz
parasiticusaux concentrations de 1% et de 2,5% de vanilline

L’acide caféique semble aussi avoir uetediur la croissance des deux souches (figure
26 et 27), cet effet augmente a des doses éleleces dernier dans le miliel. parasiticus
semble avoir une sensibilité plus élevée vis-ad@d’acide caféique avec une absence de
sporulation a la concentration de 2,5% avec unqamtage d’inhibition de 79,99 + 2,88 % et
66,10 £ 0,95 % che&. flavus Ces données sont consignées dans le tableau XI.

Selon les données illustrées dans lesdig@B et 29, I'acide gallique possede aussi une
activité sur la croissance et la sporulation degxdsouches pour toutes les concentrations
étudiées, la concentration de 2,5% est cellelgone les meilleurs résultats avec I'absence
totale de sporulation chez les deux souches, dbruma aspect d’'un mycélium en forme
d’'une petite motte de coton. Le pourcentage d'iioib et de 66,10 + 0,95 % po#. flavus,
alors qu'il est de67,77 = 0,96 % pourA. parasiticus Ces données sont consignées dans le
tableauxIl.
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Les figures 30 et 31 révelent I'action delduropéine sur les deux souches. L’effet
inhibiteur est donné par les trois concentratiohsdiées 0,1%, 1% et 2,5%. En effet
'oleuropéine exerce un effet inhibiteur sur la issance des deux souches qui est plus
important a de 2,5% avec un taux d’inhibition d&66 *+ 2,88%. Une diminution de la
sporulation a 0,1% est observée puis une absetale fiux concentrations de 1% et 2,5%
pour les deux souches. Ces données sont consigagese tableaXlll.

Une évaluation de I'effet des tannins ssrdeux souches a été effectuée. La toxicité des
tannins vis-a-vis des microorganismes est un fen ketabli expérimentalement et qui
concerne de nombreux domaines ; la pathologie akgdes sciences du bois, des aliments
du sol, la pharmacologie, la nutrition humaine mtrale...elle a été mise en évidence soit
par des expérimentatioms vitro portant sur la réduction de la croissance des plirans
filamenteux (y compris quelque fois un blocage alemtissement de la germination des
spores) ou des colonies bactériennes, soit paroepgs biochimiques (action sur la
respiration , I'activité de certaines enzymes.oit 8ncore par corrélation entre résistance des
especes vegeétales et leur teneur en tannins (MAKIEEI., 2005).

En effet dans cette étude, les tannins omttrdaun effet inhibiteur (figures 32 et 33) sur
la croissance des deux souches, cet effet inbibgst plus marqué a des concentrations
élevés en tannins le pourcentage d’inhibition exst76,10 =+ 0,95 % pouA. flavusa la
concentration de 2,5% alors qu’il est de 74,99882% pourA. parasiticusCes données sont
consignées dans le tableau Xl\absence de sporulation a été aussi observée @bge
toutes les concentrations étudiées (0,1%, 1¥betR,

Un histogramme récapitulatif des pourcentagjeshibitions des composés phénoliques

(vanilline, acide caféique, acide gallique, olediop et tannins) aprés 7 jours d’incubation
est donné par la figure 34.
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Aspergillus flavus Aspergillus parasiticus
.. . ==Témoin == Vanilline 0,1%
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Figure 24 : Effet de la vanilline sur la croissanceles deux soucheA. flavuset A. parasiticus
sur milieu CAM apres 7 jours d’incubation a 28 + 02°C.

Tableau X: Pourcentages (%) d’inhibition de la vaniline sur les deux soucheA. flavus
et A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Souche dA. flavus

Vanilline

0.1% NM | 10,41 +3,60| 19,69 +5,24 | 28,57 +6,18| 14,28 +4,94| 13,77 +0,87| 16,66 + 2,88
Vanilline

1% NM | 31,25+8,83| 34,84 £2,14 | 42,85+ 5,05 | 41,09+1,34 | 35,45+ 4,01 | 32,77+0,78
Vanilline

2 50 NM | 54,16+3,60 | 54,54+7,87 | 52,38+2,06 | 53,32+3,30 | 60,99+1,22 | 66,10+0,95
Souche dA. parasiticus

Vanilline

0.1% NM | 10,41+3,60 | 19,69+5,24 | 22,61+2,06 | 14,28+4,94 | 14,18+1,22 | 16,66+2,88
Vanilline

1% NM | 54,16+3,60 | 43,93+2,62 | 41,66+2,06 | 41,90+3,29 | 39,71+1,22 | 41,66+2,88
Vanilline

2 5% NM | 66,66+3,60 | 66,66+5,24 | 64,2846,18 | 61,9+1,64 | 65,24+2,45 | 69,44+0,96
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Témoin A. p Témoin A. flavus
arasiticus

Vanilline 0,1% Vanilline 0,1%

Vanilline 1% Vanilline 1%

Vanilline 2,5% Vanilline 2,5%

Figure 25: Aspect des deux souches tests en gse de la vanilline a différentes
concentrations sur milieu CAM aprés 7 jours d’'inculation & 28°C.
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=@==Témoin

a.caféique 1%

Aspergillus flavus

== a.caféique 0,1%

=>=3.caféique 2,5%

Diamétres de croissance en (mm)

Temps (jours)

=@==Témoin
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a.caféique 1%

Aspergillus parasiticus

== a.caféique 0,1%

=>=3.caféique 2,5%

Temps (jours)

Figure 26: Effet de I'acide caféique sur la croissee des deux souchés. flavuset A.
parasiticus sur milieu CAM aprés 7 jours d’incubation a 28 + 02C.

Tableau XI: Pourcentages (%) d’inhibition de I'acide caféique sur les deux souchés
flavus et A. parasiticus

OT

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7

Souche dA. flavus

.caféi

giit/eque NM | 10,417,21| 9,09+ 00 | 7,14+6,18 | 571x4,94 | 14,18+122 16,10£0,9
, 1%

i\;:afelque NM | 47.91+3,60| 43,93:262 3928+6,18 27,61+1,65 35462| 41,10+0,95
0

g.g?/felque NM | 66,66+3,60| 66,66+2,62 63,09+2,06 59,04+1,85 631L22| 66,10 0,95
,5%

Souche dA. parasiticus

g.if;‘elque NM | 10,41+7,21| 9,09+00 | 7,14+6,18 4,753,730 3,54 +1p2 7,77 +0,96
, 1%

i\;:afelque NM | 47.9143,60| 43,93+2,62 39,28+6,18 27.61+1,65 24B22 | 2944 +0,96
0

g.gf;‘elque NM | 72,0143,60| 71,20+2,62 70,23+2,06 70,47+164 7%B17 | 79,99 + 2,88
,5%
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Acide caféique 0,1% Acide caféique 0,1%

Acide caféique 2,5% Acide caféique 2,5%
Figure 27: Aspect des deux souches tests en présede I'acide caféique a différentes
concentrations sur milieu CAM aprés 7 jours d’inculation a 28°C.
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Figure 28 : Effet de I'acide gallique sur la croisance des deux souchéds. flavuset A.
parasiticus sur milieu CAM aprés 7 jours d’incubation a 28 + 02C.

Tableau XlI: Pourcentages (%) d’inhibition de I'acide gallique sur les deux souchés.

flavus et A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Souche dA. flavus

g.glyoa/lllque NM 29,1643,60 | 25,75+2,62  20,23+2,0p  1547+2,06 14,1%*] 8,33+2,88
, 1%

?(.Salllque NM | 4166:3,60 | 39,262,872 4166+2,06 27,61%l,65 24,821 24,99:288
0

g.goa/lllque NM 66,66+3,60 | 57,57+2,62  5595+2,0p 56,18+1,65 60,91 66,100,95
y 0

Souche dA. parasiticus

8'%06‘/'"(:'“6 NM 35,41+3,60 | 30,29+2,62  30,95+2,0p  27,61+1,65 24,821 16,100,95
y 0

il(.)ﬁ]alllque NM 47,9143,60 | 43,93+2,62 41,66+2,0p  41,9+1,64  354Bx], 32,77+0,96
0

g.goa/lllque NM 66,66+3,60 | 62,11+2,62  5595+2,0p 56,18+1,65 60,9*] 67,77+0,96
,9%
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Témoin A. parasiticus

Acide gallique 2,5% Acide gallique 2,5%

Figure 29: Aspect des deux souches tests eesence de I'acide gallique a différentes
concentrations sur milieu CAM aprés 7 jours d’incibation a 28°C.
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Aspergillus flavus Aspergillus parasiticus
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Figure 30: Effet de I'oleuropéine sur la croissane des deux souchea. flavuset A.
parasiticus sur milieu CAM apres 7 jours d’incubation a 28 £ 02C.

Tableau XllI: Pourcentages (%) d'inhibition de I'ol européine sur les des deux souches
A. flavuset A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Souche dA. flavus

(())Ile;ropeme NM 29,163,60 | 25,75+2,62] 22,61+2,0p 13,32+1,65 9,92*1, 8,83+2,88
, 1Y%

g)ol/europeme NM 41,66+3,60 | 39,38+2,62 41,662,068 27,61+1,61  312*1, 33,33+2,88
0

;)ISe;ropeme NM 66,66+3,60 | 62,11+2,62] 64,2816,18  61,9+1,64 6521, 66,662,388
,9%0

Souche dA. parasiticus

(())Ile;ropeme NM 29,16+3,60 | 30,29+2,62] 20,23+2,0p  13,32+1,65 14,0431 8,33+2,88
y 0

g)ol/europeme NM 54,16+3,60 | 53,02¢2,62| 4523206  41,9+1,64 3545*], 33,332,388
0

;)ISe;ropeme NM 66,66+3,60 | 62,11+2,62] 63,09+2,06  61,9+1,64 6521, 66,662,388
,9%0
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Oleuropéine 0,1% Oleuropéine 0,1%

Oleuropéine 1%

Oleuropéine 2,5% Oleuropéine 2,5%

Figure 31: Aspect des deux souches tests en présede I'Oleuropéine a différentes
concentrations sur milieu CAM aprés 7 jours d’inculation a 28°C.
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Figure 32: Effet des tannins sur la croissance defeux souched\. flavuset A. parasiticus
sur milieu CAM apreés 7 jours d’'incubation a 28 + 02C.

Tableau XIV: Pourcentages (%) d’inhibition des tannns sur les deux soucheA. flavus
et A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7

Souche dA. flavus

-cl)-a:ll_r;/nms NM 29,16+3,60 30,29+2,62 20,23+2,0p 13,32+1,65 14,131 16,10£0,95
y 0

I;nnms NM 66,66+3,60 62,11+2,62 59,52+2,0p 59,04+1,65 63,]122]1 66,10+0,95
0

'2I'z;r;/n|ns NM 81,25+00 77,2700 73,80+2,06 70,47+1,64  73,75+1,226,10+0,95
,070

Souche dA. parasiticus

-cl)-a:ll_r;/nms NM 29,16+3,60 25,75+2,62 20,23+2,0p 13,32+1,65 16,321 24,44+0,96
,1%0

I;nnms NM 66,66+3,60 63,63+00 59,52+2,0p 59,04+1,66 63,1121,266,10+0,95
0

;%g/nms NM 72,91#360 | 7120£2,62 70,23:2,06  70,47+l,64 71,68] 7499288
,070
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Tannins 0,1% Tannins %

o

Tannins 2,5% Tannins 2,5%

Figure 33: Aspect des deux souches tests en présedes tannins a différentes
concentrations sur milieu CAM aprés 7 jours d’'inculation & 28°C.
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H A.flavus W A.parasiticus

Pourcentage d'inhibition (%)

(Résultats exmés en moyenne + SD, n=3)

Figure 34: Récapitulatif des pourcentages d’inhibition des comosés phénoliques sur les
deux souches testa. flavuset A. parasiticus sur milieu CAM apres 7 jours d’incubation

a 28 = 02°C. (V: vaniline; AC: Acide caféique ;AG: acide gallique ;Oleur :
Oleuropéine Tan : Tannins).
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2.3.3.2. Résultats obtenus en présence dggaits phénoliques :

Les extraits phénoliques a partir de pylpesilles et margines bruts ont montré une
action inhibitrice sur la croissance des deux sesich

Ainsi la figure 35 et 36 consignes les liés obtenus sur I'inhibition de la croissance
des deux souches en présence de I'extrait phémoligavenant des feuilles. En effet les
pourcentages d’inhibition de I'extrait de feuill@gecA. parasiticus pour les concentrations
étudiées sont plus importants que pour celle davus Le pourcentage d’inhibitioaprés 7
jours d’incubation pouA. parasiticusest de 57,77 + 0,96 % alors qu’il est de 41,10960%
pourA. flavus Ces données sont consignées dans le tableau XV.

L’extrait de pulpes a aussi montré une activitéibithice sur la croissance des deux
souches (figure 37 et 38), le pourcentage d'inimibiaprés 7 jours d’incubation étant plus
important avec la concentration de 2,5%. Ainssil 85,66 + 00% pouA. parasiticus et de
49,44 + 0,96 % pouA. flavus Ces données sont consignées dans le tableau XVI.

L’extrait de margines a aussi montré ureteffhhibiteur sur la croissance des deux
souches (figure 39 et 40). Le pourcentage d’inioibiapres 7 jours d’'incubation étant plus
important avec la concentration de 2,5% ; il @s66,66 + 00 % pouk. parasiticuset de
49,44 + 0,96 % pouA. flavus. Ces données sont consignées dans le tableau. XVII

Les figures 37, 38 et 40 montrent aus$idtades extraits phénoliques sur la sporulation
des souches par les extraits phénoliques. Lalgtimn étant un parametre a ne pas négliger.
En effet les extraits de feuilles, pulpes et margiront montrés un effet sur la sporulation des
deux souches cet effet est plus marqué afecparasiticus et cela pour toutes les
concentrations étudiées.

Un histogramme récapitulatif des pourcentad@shibitions des extraits phénoliques
(feuilles, pulpes, margines) aprés 7 jours d’in¢igdpeest donné par la figure 41.
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Aspergillus parasiticus Aspergillus flavus
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Figure 35: Effet de I'extrait de feuilles sur lacroissance des deux souch@s flavuset
A. parasiticus sur milieu CAM apreés 7 jours d’incubation a 28 + 02C.

Tableau XV : Pourcentages (%) d’inhibition de I'extait de feuilles sur les des deux

souchesA. flavuset A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Souche dA. flavus

gi%}"es NM 22,91+3,60 | 22,72+7,87 13,09+2,06  13,32+165 14,883 7,77+3,85
,1%

Feuilles NM | 29,16+360 | 3029+2,62 2023t2,06 19,04+1,65 24,8432 33,33+2,88
1%

g%‘i}"es NM | 3541360 | 3938262 27,38+2,06 27,61#1,p5 351 41,1040,95
y 0

Souche dA. parasiticus

gellé}lles NM | 22914360 | 3029262 345242,06 39,04+1,65 41,@B1 39,44%0,96
,1%

Feuilles NM | 29,16:3,60 | 34,842,627 3809+2,06  41,9+164  43.9F2], 41,10:0,95
1%

535%}"95 NM | 54,16+360| 53,02:2,62 4880206 5047+164 56,781 57,77+0,96
,5%

76




Partie Il Résultats et Discussion

Témoin A. parasiticus

Feuilles 1%

Feuilles 2,5% Feuilles 2,5%

Figure 36: Aspect des deux souches en présencd’detrait phénolique de feuilles a
différentes concentrations sur milieu CAM apres 7¢urs d’incubation a 28°C.
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Figure 37: Effet de I'extrait de pulpes d’olives sula croissance des deux souchds
flavuset A. parasiticus sur milieu CAM apres 7 jours d’incubation a 28 £ 02C.

Tableau XVI: Pourcentages (%) d’inhibition de I'extrait de pulpes sur les des deux
souchesA. flavuset A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Souche dA. flavus

Pulpes

0.1% NM 22,91#3,60 | 21,20%+2,62 20,23+4,12  13,32+1,65 14,1®1 8,33+2,88
Pulpes NM 29,16%3,60 | 34,84+2,62| 41,66+4,12  34,2+0,18 35481, 32,770,96
1%

Pulpes

2 5% NM 35,41+3,60 | 39,38+2,62 42,8516,]18 41,9+1,64 46,821, 49,44+0,96
y 0

Souche dA. parasiticus

Pulpes L

0.1% NM 22,91+3,60 | 30,3+524| 27,38+2,06  27,61+1,65 31,2ZB], 32,77+0,96
Z;Ipes NM 47,91+360 | 48,48+2,62  4523+2,0p  50,47+1,64 56,78 57,77+0,96
0

guslf;es NM | 54,16+3,60| 5302262 4880:206 53,32+1,65 60,81 66,66:00
,9%0
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Témoin A. parasiticus Témoi. flavus

Pulpes 2,5% Pulpes 2,5%

Figure 38 : Aspect des deux souches en préseded’extrait de pulpes a différentes
concentrations sur milieu CAM aprés 7 jours d’'inculation & 28 °C.
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Figure 39: Effet de I'extrait de margines d’olive sur la coissance des deux souches
A. flavuset A. parasiticus sur milieu CAM aprées 7 jours d’'incubation a 28 + 02C.

Tableau XVII: Pourcentages (%) d’inhibition des magines sur les deux souches.

flavuset A. parasiticus

Extrait/jours| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 6 | 7
Souche dA. flavus

OMil(r)/glnes NM 22,9143,60 | 30,29+2,62 34,52+2.06  33,32+3,30 33,31 31,10+0,95
y 0

l?(z;rglnes NM 29,16+3,60 | 34,84+2,62 38,09+2,06  33,32+1,65 3541 32,77+0,96
0

ZMg(r)/glnes NM 3541+3,60 | 33,32+2,62 41,66+2,06  41,9+1,64 46,0821, 49,44+0,96
y 0

Souche dA. parasiticus

Margin

0?‘3 es NM 33,33+3,60 | 30,29+2,62  34,52+2,06  33,44+3,51 354%»] 33,332,388
,1%

1M0?rg|nes NM 41,663,60 | 43,93+2,62 4523+2,06 50,47+1,64 56,781 57,77+0,96
0

ZMg(r)/glnes NM 47,91+3,60 | 53,02+2,62 52,38+2,06  57,95+1,40 60,8R] 66,6600
y 0

80




Partie Il Résultats et Discussion

."-I,' -1

Témoin A. flavus

Témoin A. parasiticus

Margines 1%

Margines 2,5% Margines 2,5%
Figure 40 : Aspect des deux souches tests apresitieanent avec I'extrait de pulpes a
différentes concentrations sur milieu CAM apres 7gurs d’incubation a 28°C.
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Figure 41 : Récapitulatif des pourcentages d’inhilbion des extraits phénoliques sur les
deux souchedA. flavuset A. parasiticus sur milieu CAM aprés 7 jours d’'incubation a
28 + 02°C.
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2.3.4. Résultats obtenus sur la production d’aftaxines des souches en présence des
extraits et composés phénoliques par identificatioa I'UV :

La fluorescence des aflatoxines observ866Ganm est un parametre qui est utilisé pour
déceler leur production par les souches en présixextraits et composeés phénoliques.

2.3.4.1. En présence des composés phénoliques :

Les figures 42 et 43 consignent les rémulde fluorescence obtenus en présence de la
vanilline. PourA. parasiticus, la fluorescence est visible en présence de vaaipour toutes
les concentrations étudiées cependant son interssig en fonction des concentrations. Alors
gu'avec A. flavus une diminution progressive de cette fluoresceeske observée jusqu'a
I'absence totale de celle-ci pour la concentratier2,5%.

Les figures 44 et 45 consignent les résubbéitenus en présence de l'acide caféique. La
florescence est observée pdurparasiticus etA. flavus pour les concentrations de 0,1% et
1% alors gu’elle est totalement absente pour heeotration de 2,5%.

Les figures 46 et 47 consignent les résutibtenus en présence de I'acide gallique. Pour
A. parasiticusja fluorescence est observée en présence de testesncentrations étudiées
(0,1%, 1% et 2,5%). Alors qu’elle est absente cRedlavuspour les concentrations de 1%
et 2,5%.

Les figures 48 et 49 renseignent sur I'absdiotale de la fluorescence en présence de
I'oleuropéine a la concentration de 2,5% p@uparasiticus par contre la fluorescence a été
observée avea.flavuspour toutes les concentrations étudiées (0,1%et12456%).

Les figures 50 et 51 renseignent sur la #soence en présence des tannins. La
fluorescence est observée poAirparasiticus pour toutes les concentrations étudiées (0,1%,
1% et 2,5%). Alors qu’elle est absente a&eflavuspour les concentrations de 1% et 2,5%.
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Témoin A. parasiticus

Vanilline 0,1%

Vanlline 1%

Vanilline 2,5%

Figure 42: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu & base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a différentes concentrations de la vanilhe aprés 7 jours d’incubation a 28°C.
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Témoin A. flavus

Vanilline 0,1%

Vanilline 1%

Vanilline 2,5 %

Figure 43: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U866nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus flavussur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM)et
a différentes concentrations de la vanilline aprég jours d’incubation a 28°C.
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Témoin A. parasiticus

Acide caféique 0,1%

Acide caféique 1%

Acide caféique 2,5%

Figure 44: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu a base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a différentes concentrations d’acide cafi@ue aprés 7 jours d’'incubation a

28°C.
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Témoin A. flavus

Acide caféique 0,1%

Acide caféique 2,5%

Figure 45: Mise en évidence par fluorescence soustiere UV (366nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM)
et a différentes concentrations d’acide caféique a@s 7 jours d’incubation a 28°C.
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Témoin A. parasiticus

Acide galliqgue 1%

Acide gallique 2,5%
Figure 46: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu a base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a différentes concentrations d’acide gaitjue aprés 7 jours d’'incubation a
28°C.
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Témoin A. flavus

Acide gallique 0,1%

Acide gallique 2,5%

Figure 47: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U866nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM)
et a différentes concentrations d’acide gallique ags 7 jours d’incubation a 28°C.
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Témoin A. parasiticus

Oleuropéine 0,1%

Oleuropéine 1%

Oleuropéine 2,5%

Figure 48 :Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U366nm) de la
production d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu & base d’extrait de noix
de coco (CAM) et a différentes concentrations d’européine aprés 7 jours d’'incubation
a 28°C.
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Témoin A. flavus

Oleuropéine 0,1%

Oleuropéine 1%

Oleuropéine 2,5%

Figure 49 :Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U366nm) de la
production d'aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de
coco (CAM) et a différentes concentrations d’olewpéine apres 7 jours d’incubation a
28°C.
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Témoin A. parasiticus

Tannins 0,1%

Tannins 1%

Tannins 2,5%

Figure 50: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu a base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a différentes concentrations de tanninsgres 7 jours d’incubation a 28°C.
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Témoin A. flavus

Tannins 0,1%

Tannins 1%

Tannins 2,5%

Figure 51: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM)
et a différentes concentrations de tannins aprésj@urs d’incubation a 28°C.
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2.3.4.2. En présence des extraits phénoliques:

Les extraits phénoliques d'oliviers (feuilles, pegp margines) ont montré un effet
sur la production d’aflatoxines via le screenirgy pUV a 366nm. Les résultats sont les
suivants:

Les figures 52 et 53 illustrent les rédslabtenus en présence de I'extrait de feuilles.
Une diminution progressive de la fluorescence aobsrvée jusqu'a son absence totale pour
la concertation de 2,5% aussi bien afeparasiticus qu’avecA. flavus

Les figures 54 et 55 illustrent les rédsliabtenus en présence de I'extrait pulpe. Une
diminution de la fluorescence est observée aomeentration de 0,1% par rapport au témoin
et une absence totale de la fluorescence auxentmations de 1% et 2,5% avec les deux
souched\. parasiticusetA. flavus.

Les figures 56 et 57 illustrent les résultdigenus en présence de I'extrait de

margines. Une activité anti-aflatoxinogénique dstavvée chez les deux souchesdlavuset
A. parasiticus aux concentrations de 1 et 2,5%.
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Témoin A. parasiticus

Feuilles 0,1%

Feuilles 2,5%

Figure 52: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu & base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a différentes concentrations d’extrait des feuilles aprés 7 jours d’incubation a
28°C.
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Témoin A. flavus

Feuilles 0,1%

Feuilles 1%

Feuilles 2,5%

Figure 53: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U866nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de coco (CAM)
et a différentes concentrations d’extrait des feuliés aprés 7 jours d’'incubation a 28°C.
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Témoin A. parasiticus

Pulpes 2,5%

Figure 54: Mise en évidence par fluorescence sous lumiere UB66nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu a base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a différentes concentrations d’extrait depulpes aprés 7 jours d’incubation a
28°C.
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Témoin A. flavus

Pulpes 1%

Pulpes 2,5%

Figure 55 : Mise en évidence par fluorescence solusniere UV (366nm) de la
production d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de
coco (CAM) et a différentes concentrations d’extra de pulpes aprés 7 jours
d’incubation a 28°C.
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Témoin A. parasiticus

Margines 0,1%

Margines 2,5%

Figure 56: Mise en évidence par fluorescence sousriere UV (366nm) de la production
d’aflatoxines par Aspergillus parasiticusur milieu & base d’extrait de noix de coco
(CAM) et a difféerentes concentrations d’extrait demargines apres 7 jours d’incubation
a 28°C.
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Témoin A. flavus

Margines 0,1%

Margines 1%

Margines 2,5%

Figure 57 :Mise en évidence par fluorescence sous lumiere U366nm) de la
production d’aflatoxines par Aspergillus flavus sur milieu a base d’extrait de noix de
coco (CAM) et a différentes concentrations d’extria de margines apres 7 jours
d’incubation a 28°C.
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2.3.5. Résultats obtenus sur l'identification deal production d’aflatoxines des souches
testées en présence des extraits et composés phignes par CCM :

Le screening de la production des aflatoxiess basé sur la comparaison des &u
rapports frontaux et des couleurs caractéristiqies aflatoxines produites par les deux
souches tests observés sous lampe UV a 366nm.

Sur les chromatogrammes (a) et (b) dedardé 58, la présence de la production
d’aflatoxines est confirmée ainsi que l'appréciatiguantitative. L’action inhibitrice des
extraits et composés phénoliques est révélée pdimaution de la taille des spots ou la
disparition des taches par rapport aux témoins.

L’extrait de feuilles a révélé une actiohibitrice totale sur la production d’aflatoxines
sur les deux souches tests a 2,5%. Une diminutotadaille des taches a été également
observée a 0,1% et 1%. Ces résultats confirmentégdtats obtenus via le screening de
production d’aflatoxines par 'UV a 366nm.

L'extrait de pulpe et de margines ont égal@mene action inhibitrice totale sur la
production des aflatoxines aux concentrations%eei2,5%, avec diminution de la taille de
la tache et de lintensité de la couleur a la cotreéion de 0,1%. Ces résultats aussi
confirment les résultats obtenus via le screenidg production d’aflatoxines par 'UV a
366nm.
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O S 1 1 S TS/ S

APt: A. parasiticus témoin AFt : A. flavus témoin F: extrait phénolique de feuillesP :
extrait phénolique de pulpesM : extrait phénolique de margines.

Figure 58: Photographies des chromatogrammes obtesusur les extraits d’aflatoxines
des deux souches tests. parasiticus(a) et A. flavus (b). Ces extraits d’aflatoxines sont
obtenus en présence des extraits phénoliques idsudeuilles, pulpes et margines,
respectivement. La chromatographie est effectuégeude silice, le développement est fait
dans un systéme de solvants (chloroforme/acét®fAf, v/v). La révélation des spots des
aflatoxines G (lumiére verte) et B (B1 et B2)nfiére bleue) est faite a366nm.
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Les spots obtenus sur les chromatogrammes (c)) etdé la figure 59 confirment la
présence de production d’aflatoxines aussi bienlitgtimsement que quantitativement.
L’action inhibitrice des composés phénoliques és€lee par la diminution de la taille ou la
disparition des taches ou spots par rapport augitém

Avec la Vanilline, une diminution de la taides taches est observée aux concentrations
de 1% et de 2,5% avéc parasiticus ChezA. flavuspar contre, il y a absence totale de
production d’aflatoxines pour la concentration 2,5%ne diminution de la taille des taches
est observée aux concentrations de 0,1% et 1%.

hY

Avec l'acide caféique une diminution de proitn d’'aflatoxines a 1 % jusqu’a son
absence a 2,5% poAr parasiticus Alors qu’une absence totale de production d'aelates
est observée aux concentrations de 1% et 2,5%.

La concentration de 0,1% d”acide galligpar rapport au témoin ne semble pas avoir un
effet sur la production d’aflatoxines alors qu’udiinution des taches est observée aux
concentrations de 1 et 2,5% chezparasiticus AvecA. flavusune diminution des taches a
éte observée et cela pour toutes les concentrattodges.
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APt :A. parasiticus témoin AFt : A. flavus témoin; V : Vanilline ; AC: Acide caféique
AG : acide gallique.

Figure 59: Photographies des chromatogrammes obtaa des extraits d’aflatoxines des
deux souches testa.parasiticus(c) et A.flavus(d).

Ces extraits d’aflatoxines sont obtenus en présdaseomposés phénoliques (vanilline,
acide caféique ; acide gallique).

La chromatographie est effectuée sur gel de sikcdéveloppement est fait dans un systéeme
de solvants (chloroforme/acétone ; 90/10, viva.révélation des spots des aflatoxines G
(lumiére verte) et B (B1 et B2) (lumiére bleue) faste a 366nm.
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Sur le chromatogramme (e) de la figureé0s avons observé |'effet de I'oleuropéine
sur et des tannins sur la production d’aflatoxifgseffet une diminution progressive des
tailles des taches pour 0,1%,1% et 2,5% d'oletirap aved\. flavus ChezA. parasiticus
une diminution des taches a 1% et absence towleratiuction d’aflatoxines a 2,5%. Avec
les tannins une diminution de la taille de la tagls1% et absence totale de production
d’aflatoxines a 1 et 2,5% po#:. flavus PourA. parasiticusune diminution progressive des
taches ont été observé cette diminution est pluguéa a 2,5% (v de tannins /v CAM).

Figure 60: photo du chromatogramme résultant de Bnalyse d’extraits d’aflatoxines des
deux souches testA. flavus (Af) et A. parasiticus(Ap) apres traitementavec les
polyphénols (Ol :oleuropéineTn : tanning respectivement. Chromatographie effectuée
sur gel de silicg(révélation a 'UV a 366nm).
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Discussion générale :

Cette discussion est orientée selon trois axesivaaux : Par rapport a l'utilisation
de substances ayant des capacités antifongique®git d’abord de donner un apercu sur
I'efficacité des molécules naturelles telles lesypbénols que nous avons utilisées dans ce
travail, par rapport aux molécules synthétiquesauttes molécules comme les minéraux ou
méme des microorganismes et qui peuvent préserdeioip certains avantages ou
inconvénients et enfin le troisieme volet est corsaa la compréhension d’'une maniére
générale des mécanismes d’action de ces moléculegravoquent parfois l'inhibition de
croissance mais sans effet sur la production desés et vice-versa et parfois heureusement
provoquer l'arrét de croissance des moisissuréaredt de production de leur toxines.

Ayant conscience du danger réel de la présencepdaduits chimiques ou fongicides
dans les aliments a destination humaine et aninfatepriétés carcinogéniques), les
agriculteurs ainsi que les consommateurs se tourdenplus en plus vers des pratiques
biologiques en utilisant et consommant des prochatarels et sains.

A notre connaissance, les polyphénols, moléculagelbes issues de I'olivier ne sont
pas toxiques puisque nous consommons plus de t@fja’ils seraient plutdt bénéfiques a
notre santé. lls n‘ont pas été utilisés comme meynlutte antifongique, nous avons donc
opté de comparer leur effet a d’autres moléculesn@me parfois aux mémes molécules
issues d’'autres plantes. Nous rappelons que leaitsxphénoliques de margines, feuilles et
pulpes ont eu des actions antifongiques a desparfris inférieurs a 2% sur les moisissures
étudiées, il en ait de méme pour les polyphénassipdividuellement.

Parmi les molécules naturelles utiliséassda lutte antifongique, un grand intérét a été
apporté aux phénylpropanoidéss phénylpropanoides englobent plusieurs compesésdes
phénoliques, les flavonoides comme les flavoness I#avonols, coumarines,
chromones.....etc.) ayant des propriétés anti oxygdaet provenant de diverses plantes. En
effet I'effet antibactérien et antifongique de eeslécules a été longtemps corrélé avec leur
activité anti-oxydante (HAHLBROCK et SCHEEL, 1988$HIRLEY, 1996 ; WEISSHAAR
et JENKINS, 1998 ; TAMIL SELVEtal, 2003 ; OK-HWAN et BOO-YONG, 2010).

Ainsi l'eugénol, composant phénolique majdas huiles essentielles des clous de
girofle, cannelle, et noix de muscade a été t&x8. études expérimentales ont prouvé que
les concentrations testées des extraits prodyi@rtér de ces épices sont inhibitrices de la
biosynthese d'AF et cela en utilisant divers miiele cultures (HITOKOTCet al, 1980;
BILGRAMI et al, 1992 ; JAYASHREE et SUBRAMANYAM, 1999 Cependant, ces
résultats sont en conflit avec d'autres eétudestmnaiainla stimulation de la biosynthéese d'AF
par I'eugénol (BULLERMANetal, 1977; KARAPINAR, 1990; MAHMOUD, 1994). La
durée d’incubation peut étre un facteur importans l'interprétation de cette différence. Par
exemple, apres 10 jours de culture 0,5 mM d’eugéupimilieu « yeast extract agar » a base
d’extrait de levure ont réduit la production d’Ale @9% par rapport au témoin, tandis
gu’'apres 21 jours, la production d'AF a été réddael60% (BULLERMANEt al, 1977).
Cela suggere que le temps d’incubation des cultuaéges par des composés inhibiteurs peut
étre un facteur limitant ou favorisant leur tiaité sur la croissance des moisissures et sur
la production d’aflatoxines.
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CHIPLEY et URAIH(1980) ont observé une inhibition de productioafldtoxines de
50 % cheZzA. flavus en utilisant 0,2mg/ml (1mM) d’acide féruliquen acide phénolique
abondant dans les parois des cellules végétalase @ibition est accompagnée d’une
réduction de 30% de la croissance. FAJARBDal. (1995) ont observé une inhibition
compléte de la production d'aflatoxines avec la méponcentration aprés 7 jours
d’incubation. NORTON etDOWD (1996)ont trouvé une stimulation de la production d’AF a
0,33 et 1mg/ml. Ces différences dans les résulthtenus peuvent s’expliquer par les
conditions de cultures différentes. Le premier ieasaté effectué en milieu liquide sous
agitation tandis que l'autre a été réalisée suremisolide par dépdt d’'un disque mycélien
central.

La vanilline, autre phénol simple que :il@auons également testée et qui a présenté une
faible action, a été testée par Kilal. (2004) sur milieu PDA. Cette substance a monte un
activité inhibitrice d'AF paA. flavusde 11% a une concentration de 5SMm par rapport au
témoin avec une légere réduction de la croissaandis que des concentrations plus élevées
étaient plus efficaces sur la croissance (Ki\l., 2004).

Les coumarines inhibent la production d’&k dessous de 0,1Mm, cette inhibition est
accompagnée d'une réduction modérée de la craissdPar exemple le pourcentage
d’inhibition de l'acidep-coumarique a cette concentration sur milieu «agecyeast extract
salts » est de 23% (AZlgtal., 1998). Le mécanisme d’action des coumarines restanu.
Les auteurs suggererque les similitudes structurales entre les courearet I'AF peuvent
avoir comme conséquence l'inhibition compétities &atnzymes biosynthétiques de cette
derniére FAJARDOetal., 1995)

Les flavonoides sont considérés comme éeminhibiteurs de la production d’AF bien

gue la plupart d’entre eux soient actifs a deefoconcentrationlROBERTetal., 2008).
NORTON (1999)a testé l'activité de plusieurs flavonoides otd production d'AF pak.
flavus. Ces flavonoides incluent la cyanidine, péonidine)phkinidine, pélargonidine,
kaempférol, et lutéoline. Les IC50 vont de 0,5mM,BMm. Les formes glycosylées des
cyanidines et pélargonidines inhibent la productik alors que les formes non glycosylées
ont moins d’effet sur celle-ci. La lutéoline a m@nune importante activité vis-a-visAd’
parasiticus avec une IC50 <0,35Mm contre une IC50 de 6mM podtavus.Le kaempférol
inhibe la production d’AF pai. flavusmais non suA. parasiticus

MOHAMMEDI (2006) a montré que les flavonoddextraits de (fleures, feuilles et tiges)
de 4 espéces de plantes médicindlesdndula stoechas, [Cistus ladaniferusd., Crataegus
oxyacantha L, Smyrnium olusatrum riécoltées au niveau de 3 régions de Tlemcen testées
par la méthode de contact direct que la soucAsmrgillus flavusest remarquablement la
plus résistante de toutes les moisissures testérsseulement la colonie croit identiguement
au téemoin en présence de n'importe quel extravofhoidique. Mais aussi il semblerait que
certains extraits favorisent la prolifération etrivahissement du mycéliuravec les extraits
flavonoidiques d€rataegus oxyacantha L, Smyrnium olusatrum L.

Les tannins résultant de la condensationfatenes phénoliques simples sont les
composants abondants des coquilles de graine deixaet de I'arachide. Les extraits de
tannin des coquilles d'arachides ont montré ungitgctnhibitrice vis-a-vis de la production
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d'AF chezA. parasiticus(AZAIZEH et al, 1990). L'acide galligue issu des tannins
hydrolysables a montré aussi un effet inhibiteug gous avons également mis en évidence.
En effet cette fraction hydrolysable des tannins éeales du grain de noix de la variété
résistante d&ularea inhibé compléetement la production d'AF parflavus Bien qu'il y ait

eu une certaine inhibition de croissance au déhut,cours du temps une croissance normale
a été observée. Des essais ont prouvé que l'acigug ajoutéin vitro a des noix
contaminées pahk. flavus inhibe totalement la production d'AFB 1 avec @80 de 1mM,
tandis que l'acide ellagique appartenant aussifandlle des tannins hydrolysables a montré
une stimulation de celle-ciMAHONEY et MOLYNEUX, 2004).Le mécanisme d'inhibition
de la production d'AF serait du aux propriétés-aryidantes de I'acide gallique (ROBERT
etal, 2008; YOU-CHENG HSEUetal, 2008.

D’autres molécules ont été aussi testées Ipohibition des aflatoxines on peut citer
ceux appartenant aux familles des terpénoidessetldaloides.

Les terpénoides sont une classe de caspuurels synthétisés au niveau des plantes
par la voie de I'acide mévalonique. En effet i@ reporté, a I'exception du limonéne 11
terpénoides qu’ils inhibent la biosynthése dest@fiaes. Testé en milieu solide et liquide
avec une IC50 de 0,5Mm, al=caroténe blogque totalement la synthése du prgméeurseur
stable des aflatoxines (NOR) chez un mutaAt garasiticus.

Parmi les alcaloides le café est le gusdlié comme inhibiteur de la production
d’aflatoxines. En effet en utilisant le café commdieu de remplacement de la culture
d’Aspergillus flavus celui-ci inhibe la production d’aflatoxines (BUCH¥AN et LEWIS,
1984). Ces observations confirment [|'étude démontrarg s graines et poudre de café
décaféinées comportent un taux élevé d’aflatoxih&scorporation du café dans le milieu
Czapek’s a des concentrations de 1% et 3% reluproduction d’aflatoxines de 25% et
52% respectivement sans aucune inhibition de @ocss significative (HASAN1999)Le
mode d’action proposé pour la caféine est sonféremce avec le glucose du milieu. La
caféine inhibe la prise du glucose d’'une maniergeditependante ainsi la prise du glucose
est réduite de 50% a 10Mm de caféine.

L’addition de l'acide phytigue composanbatlant dans les graines végétales comme le
mais et le soja, sur milieu a forte concentragarsucrose a 10 mM (~6,6 mg/ml) inhibe la
production d’AF de 87%, bien que la croissanceigue n'ait pas été rapportée par GUPTA
et VENKITASUBRAMANIAN (1975).L’AF B est plus sensibles a l'inhibition que I'AE
le pourcentage d’inhibition est de 46% et 8% respement.

EHRLICH et CIEGLER1984)ont constaté des variations de I'effet de I'acplestique
sur la production d'AF paA. parasiticus, en utilisant divers milieux de cultures a des pH
différents. Exemple ; une concentration de 14,3Watide phytique a un pH de 6,6 a un
effet inhibiteur plus important qu'a pH 4,5 (250%145% respectivement). Bien que I'effet
sur la production d'AF par l'acide phytique sditilbué a la chélation du zinc et d'autres
cations polyvalents indispensables a la synthesdélatbxines. L'acide phytique est un
antioxydant naturel, cette activité anti-oxydanteutp expliquer ses propriétés anti-
toxigenique§GRAFetal., 1987).
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Ainsi l'utilisation d’agents anti-fongiques peutpgter une garantie complémentaire
lorsqu’un risque prévisible existe (PAU al, 2008), en effet divers produits chimiques ont
éte testés contre la croissance et la productiafiatbxines sur plusieurs espéeces
d’Aspergillus sppParmi les 10 fongicides testés par RED&Mal. (2009) sur le riz, a des
concentrations de 3 et 4 g /kg de grains dsuizmnilieu PDA, le bitertinol et le propineb
ont complétement empéché la croissancispergillus parasiticuavec 100% d’inhibition
apres 6 jours d’incubation, alors qu'il est de 2&%30% respectivement chagpergillus
flavus. Alors qu'avec le Carbendazim, Hexaconazoleicbgl Propiconazole, Saaf, le
pourcentage d’inhibition de croissancéspergillus flavugst del00% et cela pour toutes
les concentrationstudiées (1, 2, 3 et 4 g/ kg de graines deligjude de la production
d’aflatoxine B1 cheAspergillus flavus été testée en parallele et évaluée par laotéth
immunolgique (ELISA). Les résultats montrent quedacentration de 4g/kg de graines de
riz, des antifongiques suivants : protega, bietti indofil, propineb, tricyclazole réduisent
la production d’aflatoxines de 66%, 83%, 94%%959% respectivement.

Cing autres produits chimiques ont été iatestés en plus de ces 10 antifongiques
('acide acétique, l'acide benzoique, l'acide pompgue, le chlorure de Sodium et la
vanilline) sur la croissance et la production d’AFoncernant la croissance, les pourcentages
d’inhibition les plus élevés ont été observés dlamide acétique, I'acide benzoique et I'acide
propionique avec 63%, 72%, 65% d’inhibition respernent avec la concentration de 4g/kg
de grains de riz. Les plus faibles pourcentagesétnobservés avec le chlorure de sodium
et la vanilline avec 13 et 17 % d’inhibition resppeement.

La production d’AF a été aussi évalues BLISA, la vanilline inhibe compléetement
la production d’AF a 4g/kg de grains de riz suip@ le chlorure de sodium avec 77%
d’inhibition. L’acide acétique, I'acide benzoiquel'acide propionique avec 48,4%, 48,7%
et 44,4% d’inhibition respectivement.

D’autres substances ont aussi été test@msne le formaldéhyde, I'hydroxyde de
calcium, I'hnydroxyde de sodium, le chlorure de smdli I'hnypochlorite de sodium, peroxyde
d’hydrogéne et 'ammoniaque (REDDetal., 2009).

L’ hydroxytoluéne butylé (BHT), Hydroxyaniso butylé (BHA) et le propyl paraben
(pp) antioxydants synthétiques sont utilisés damdustrie agroalimentaire et en cosmétique.
lls sont utilisés comme agents conservateurs, emapéde développement des champignons
et des bactéries. lls ne présentent aucun danged’homme a un seuil maximal de 200ug/g
de graisse ou d’huile (ANONYME 4, 2006). Considérque la teneur en huile des arachides
s'étend de 40 a 50%, donc une dose de 100ug/gdietptal des graines d’arachides peuvent
étre appliquées. PASSONE at (2008) ont montré que les concentrations tesiée$0 a
20mM de ces antioxydants pris individuellement awee activité d’eau (g de 4, aident a
contrbler la croissance et la production d’aflates che?. flavuset A. parasiticus

Une autre facon d’augmenter la qualité sanitaire déments est l'utilisation de
ligands minéraux et organiques ou de micro-orgagssdetoxifiant les mycotoxines afin de
limiter I'absorption des mycotoxines dans l'organé de l'animal. Ceci permettrait de
contrecarrer les effets néfastes des mycotoxinesn@nbreuses études ont été effectuées
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dans ces domaines mais peu d’entre elles ont dagapons faisables techniquement et
economiquement (JARD, 2009).

Parmi les adsorbants ou ligands minérauxiség dans ce contexte, on trouve, le
charbon activéles argiles (aluminosilicates, aluminosilicatesselium calcium hydratés,
zéolithes) en qualité d’adsorbant biologiques (DEEBKet CORBY, 1980 ; PHILLIP®t al,
1988 ; DAKOVICet al, 2005 ; DAKOVICet al, 2008).

Les propriétés de l'adsorbant et des mydo&s jouent un trés grand rdle dans leur
capacité a s’adsorber entre eux. En effet, la straghysique de I'adsorbant soit la charge
totale et sa distribution, la taille des pores'atdessibilité de la surface ont une importance
primordiale dans l'efficacité de I'adsorption. Learactéristiques des mycotoxines telles que
leur polarité, leur solubilité, leur taille, levorfne et, dans le cas de composés ionisés, leur
distribution de charge et leur constantes de diggon sont également importantes.

L’ajout d’adsorbants dans la ration alimergtal’animaux est la méthode la plus utilisée
pour centrer l'effet néfaste des mycotoxines. Cesoebants ne sont efficaces que si le
complexe formé est stable dans le systeme digastifque les mycotoxines ne se retrouvent
gue dans l'urine et les matiéres fécales.

En effet l'utilisation du charbon permet vitro I'adsorption de 1mg AFB1/100 mg de la
ration alimentaire d’animaux. Du fait de l'interctygeabilité des cations positionnés sur les
différentes couches, les montmorillonites et beitesn appartenant a la famille des
aluminosilicates semblent efficaces contre TAFBQTA (ochratoxines) in vitro elles
adsorbent plus de 93% de 'AFB1100% de I'AFB1 adsorbée dans du liquide de rumen
bovin est adsorbéa vitro sur des zéolithes non modifiées.

Des polymeéres peuvent étre utilisés : La cholestyra est une résine échangeuse
d’anions utilisée pour fixer les acides biliaireand le tractus intestinal. Ce composé est
capable d’adsorber la zéaralénone (ZEA) et la FB@nposé semble étre efficanevitro
etin vivo (JARD, 2009).

Les acides humiques sont des substanggEmiques complexes, constituantes de
’humus, provenant de la décomposition des débgigetaux. Ces acides humiques ont la
capacité d’adsorber les mycotoxines, notammentBARJANSEN VAN RENSBURGet al,
2006) et la ZEA mais tres peu le DéoxynivaléndD{) (SABATER-VILAR et al, 2007).

Les adsorbants minéraux sont en génfirehees pour adsorber 'AFBL1 et éviter des
aflatoxicoses mais I'efficacité varie contre lesrasi mycotoxines. De plus, dans certains cas,
I'ajout d’argile augmente les effets de mycotoxep$MAYURA et al, 1998 ; LEMKEet al,
2001a). Par ailleurs, ces adsorbants ne sont pasfignes des mycotoxines et ils peuvent
adsorber tous types de molécules de mémes caséiciges physico-chimiques, celles-ci étant
parfois indispensables pour I'animal ou pouvant émpliquées dans la lutte contre les
mycotoxicoses (MAYURZAet al, 1998).

L'utilisation de fibres végétales insolebla aussi été envisagée pour adsorber les
mycotoxines présentes dans des aliments et ecydaati’OTA (TANGNI et al, 2006).

Les limites des adsorbants minéraux onispé les scientifiques a se tourner vers
d’autres méthodes. De nombreuses études se soitepares derniéres années sur les
adsorbants de nature biologique, cherchant a aobter@ bonne efficacité et une meilleure
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spécificité d’adsorption tout en diminuant I'impair la qualité nutritionnelle des aliments
par rapport aux adsorbants minéraux.

En effet des souches entieres de ley@@scharomyces cerevisiae d’autres types
de levures oenologiques ont la capacité d’adsddsemycotoxines avec une efficacité tres
variable. Les éléments responsables de cette ditsgrges glucomannanes extraits de parois
de levures, ont été testés séparénrenitro etin vivo. En effet 40% de 'AFB1 est adsorbée
par la paroi deSaccharomyces cerevisjagn vivo une baisse des effets génotoxiques de
'AFB1 aprés ajout deS. cerevisiaechez le rat est observée (SHETTY et JESPERSEN,
2006).

Certaines souches de bactéries lactiqgues, de mibpmiéries et de bifidobactéries
possedent des structures pariétales capables dierseux mycotoxines. L’efficacité
d’adsorption dépend beaucoup des souches étudi&EeI ONENet al.,2001). L’adsorption
entre les mycotoxines et les bactéries lactiquesbke étre du a des polycarbonates,
provoquant des liaisons hydrophobes (HASKARDal 2000 et EL-NEZAMIet al, 2004).

En effet L. acidophilus, L. lactis L. fermentuont montrés in vitro une adsorption de 40 a
70% de I'AFB1 par des ces bactéries vivantes ouesor

Un nombre important d’'organismes (bacgrimoisissures, champignons...) ont aussi
montré une capacité a métaboliser des mycotoxi@#GLER et al. (1966) ont montré
gu'une bactérie, Flavobacterium aurantiacum (également nommeée Nocardia
corynebacteriodgs est capable d’éliminer complétement cette mydot Des études
ultérieures ont permis de prouver que la transftiomane conduit pas a un produit toxique
(LILLEHOJ et al, 1967) et qu’'une enzyme intracellulaire est impdig (SMILEY et
DRAUGHON, 2000).

Peu d’études ont été menées jusqu’antifieation de produits formés. Seules des
suppositions ont été formulées concernant des eexy@A. tabescenqui ouvriraient le cycle
difurane (LIU et al, 1998), ou dePleurotus ostreatusjui ouvriraient quant a elles le cycle
lactone de I'AFBL1.

Actuellement, l'information sur le mécanesuiaction des antioxydants phénoliques sur
les cellules fongiques est limitée. Il a été garg que le BHA affecte la membrane des
cellules en changeant le pH du milieu ce qui &fde transport des nutriments (PASSONE
etal, 2009). En ce qui concerne les parabénes divécamismes ont été proposés pour leur
action antimicrobienne. lls peuvent empécher dastfons de plusieurs enzymes, altérer des
protéines, la synthése d'ARN et d’ADN et la desibpn du potentiel membranaire. Des
études ont montré que le mélange du BHA, phénghmoides et le BHT étaient plus
efficace que pris individuellement dans le comri@ croissance et 'accumulation d'AFB1
par Aspergillusde la sectiorFlavi dans les graines d’arachides (PASSO@tkal, 2007 ;
PASSONEetal, 2008 ; PASSONetal, 2009).

Des études ont montré que la biosynthése d% calcium-dépendante. L'utilisation de
la trifluopérazine (TFP), un antagoniste de la caloline, empéche la croissance fongique a
des concentrations > 0,10 mM, et la productidt-da été réduite & 18,4% par rapport aux
témoins apres 3 jours d’incubation en présence,té @M TFP. L’addition de 1 mM TFP
aux cultures apres 7jours d’'incubation a donrginhibition complete de production d'AF
sans réduction de croissance a été observéeAchmarasiticus(RAO et al., 1998). Un autre
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mode d’action a été attribué pour la TFP peut &bre interférence avec de l'acétyle CoA
qui conduit a la production de malonyl-CoA préeunsde la biosynthese d'AF (RAO et
SUBRAMANYAM, 2000).

L’altération du transport du calcium pegaklement affecter négativement la production
d’AF. Le Traitement dé\. parasiticuspar des bloqueurs de canaux de calcium (vérapmil
diltiazem) inhibent fortement 'accumulation d'Aea seulement une diminution négligeable
de la croissance. La synthese d’AFG est plus Blenaux bloqueurs de canaux de calcium
gue n'est la synthése des AFB (RAO et SUBRAMANY AINI99).

D’aprés ces études, il est évident que desposés inhibiteurs interagissent
differemment avec les espéokspergillus sppestés et avec les milieux de cultures utilisés
gu’ils soient liquide ou solide, naturel ou syrifée, cultures statiqgue ou sous agitation et a
différentes teneures d’eau dans le substrat factgoelé activité d’eau (@ et encore d’autres
facteurs. Ces différences accentuent la difficulbé&rente de comparer les différentes études
sur les inhibiteurs de production d'AF et d’extigp les résultats obtenurs vitro dans des
conditionsin vivo (ROBERTetal., 2008).

L’agriculture biologique est souvent con&ms€e pour une présence supposée de
moisissures plus importante que dans l'agricultnomventionnelle. Or, l'ajout de ces
pesticides ne semble pas influer sur le taux deotoymes (CHAMPEILet al, 2004). Au
contraire, de facon globale, certaines études montque I'agriculture conventionnelle
comporte plus de risques mycotoxiques que I'agucelbiologique (FINAMOREetal, 2004
; SCHNEWEISet al, 2005).

Néanmoins l'activité anti-oxydante n’est pas tougoypositivement corrélée avec
l'inhibition de la biosynthése d’aflatoxines. Sadtivité anti-oxydante est importante pour le
mode d’action de ces composeés, probablement rdmdidcteurs additionnels semble peut
étre exigés pour linhibition. lls peuvent includeur biodisponibilité, leur mobilité
intracellulaire, leur interaction avec des enzymeécifiques, I'ensemble des métabolites ou
des voies de signalisation (ROBER al., 2008). La compréhension du phénomene
d’inhibition de production d’Aflatoxines (AF) eteda croissance des especes productrices
est un fait tres complexe. Toutefois les outilslaldiologie moléculaire, la biochimie et la
microbiologie ont permis grace a l'utilisation deetses molécules d’origine synthétique et
naturelles de mieux comprendre leur mode d’actitendis que le mode d'action de la
plupart des composés inhibiteurs est inconnu, dedeg utilisant I'acide norsolorinique
(NOR) précurseur de la voie de biosynthese desoaftees dans des moisissures mutantes
ne produisant pas ou peu d’aflatoxines, suggeedajplupart des inhibiteurs agissent avant
la premiere étape consacrée dans la voie biosyatleédes aflatoxines. Il y a peu d'évidence
pour les composés décrits ayant un effet sualsstription de géne ou I'activité enzymatique
des différentes étapes dans la voie biosynthéties probablement, les composés
inhibiteurs connus affectent les modulateurs remviementaux et physiologiques de la
biosynthese d'AF (par exemple par piégeage direstHRO (especes oxygéneées réactives),
ou en altérant les signaux des voies de transauaimamont du réseau de régulation de cette
derniére (ROBERt al, 2008).
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En résumé les inhibiteurs de la biosynthese g'élvent agir a trois niveaux:
-En  modulant les facteurs environnementaux esiplygiques affectant la biosynthese
d'aflatoxines (pH, température, calcium, azote...).etc

-en inhibant les voies de signalisation en andenta voie biosynthétique des AF ;

-en inhibant directement l'expression des gened’amiivité enzymatique dans la voie
biosynthétique des AF.

Les conditions de croissance des moissseirla production d’'aflatoxines dépendent de
plusieurs facteurs, comme les conditions de cult(seus agitation ou statique), la
composition des milieux de cultures utilisés, terapée, I'dge de la culture et la
concentration des composés testés (ROBERII, 2008 ; REDDYetal, 2009).
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CONCLUSION :

Dans le but de rechercher de nouvelles ecnt#é capables de réduire ou d’inhiber la
production d’aflatoxines et également dans le uwaloriser des produits et sous produits
des industries oléicoles qui posent des probléneepdllution comme les margines nous
avons tenté d’étudier leurs effets antifongiquess Bxtraits phénoliques des produits et des
sous produits de l'olivier (Feuilles, pulpes, magg) ainsi que l'effet des polyphénols pris
individuellement (vanilline, acide gallique, acidaféique, oleuropéine, tannins) sur deux
souches potentiellement productrices de ces sulestaont été étudiées. Il s’agit de deux
souches de moisissures appartenant a la seEtemrn. Aspergillus flavuset Aspergillus
parasiticus

Pour I'étude quantitative des composés pligues présents dans les feuilles, pulpes et
margines, nous avons opté pour des méthodes diértra simples décrite par (GARIBOLDI
et al. (1986) ; BRENESetal. (1995) et DE MARCGCet al. (2007) respectivement. |l ressort
des résultats obtenus que les matieres premiéréalidier utilisées sont riches en composés
phénoliques. La teneur la plus élevée est obtemee las feuilles d’olivier soit une teneur de
[16,78 £ 1,02] mg en équivalent d’acide galliquelg poudre de feuille.

La teneur en polyphénols des pulpes wBsliest de [7,49 = 0,31] mg EAG/g de
pulpe. Cette teneur est plus importante que cdbssespeces d'oliviers cités dans les données
bibliographiques.

L’étude du pouvoir antioxydant par le DPBHonfirmé les propriétés puissantes que
possedent les extraits phénoliques a pieger lasaadlibres par rapport au standard utilisé
dans ce test (acide gallique). Les résultats oistsnr leur action antifongique est peut étre
due a cette activité anti-oxydante. Parmi les teigaits d’'oliviers, I'extrait des margines
représente I'extrait le plus actif avec une IC50'dedre de 16,33 + 0,47pg/ml et une APR de
2,44 + 0,070 suivie par les feuilles avec une 138®26,85 £ 0,21 pg/ml et une ARP de 1,49 +
0,014 et enfin I'extrait des pulpes d’olives aver UC50 de l'ordre de 28,75 £ 0,22 et une
ARP de 1,38+0,152. Le meilleur pouvoir antioxydast donné par les extraits phénoliques
des margines.

Les extraits polyphénoliques ont momtnéeffet inhibiteur sur la croissance des deux
souches. Cependant I'extrait de feuilles a mountréffet inhibiteur plus important pour
toutes les concentrations étudiées. Cet effet pkis important surA. parasiticus Le
pourcentage d’inhibitionapres 7 jours d’incubation est de 57,77 + 0,96lé6s qu’il est de
41,10 + 0,95% pouA. flavusa 2,5%.

Tous les composés phénoliques testés indiviglmelht ont un effet sur I'inhibition de la
croissance des deux souches ; I'acide caféiqgmble avoir un meilleur pouvoir inhibiteur
qui est plus marqué a 2,5% avec 79,99 + 2,88 %hitbition surA. parasiticusalors qu'il est
de 66,10 + 0,95 % su. flavuspour la méme concentration.

Les tannins ont aussi un effet inhikitewon négligeable sur la croissanceAddlavus
avec un pourcentage d’inhibition qui et de I'ordee76,10 £ 0,95%.

Un effet sur la sporulation a été obs@vée parametre n’est pas a négliger sachant que
ce dernier constitue la forme de résistance efisihination de ces especes pathogenes. En
effet les extraits de feuilles, pulpes et margir@g montré un effet sur la sporulation des
deux souches cet effet est plus marquédsyrarasiticuset cela pour toutes les concentrations
étudiées.
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L'effet sur la sporulation a été aussi ob&eavec les autres composés phénoliques
(vanilline, acide gallique, oleuropéine, tanninguples deux souches a 1 et 2,5%. L’acide
caféique est le phénol qui présente la plus fartieite.

Les composés et les extraits phénoligmésmontré aussi une efficacité vis-a-vis de la
production des aflatoxines par les deux souchds tea le Screening de la fluorescence
caractéristique des ces derniéres bleue (bleu) Ipswaflatoxines B et verte (green) pour les
aflatoxines G et cela par UV a 366nm qui est eastonhfirmée par CCM.

L’extrait de feuilles a révélé une actionibitrice totale sur la production d’aflatoxines
sur les deux souches tests a la concentration5dé. 2,’extrait de pulpe et de margines ont
également une action inhibitrice sur la productitaflatoxines aux concentrations de 1% et
2,5%.

L'efficacité des extraits phénoliques saiproduction des aflatoxines a été prouveée et
peut étre classée comme suit selon l'ordre croisskn leur activité: Acide caféique>
oleuropéine > tannins > acide gallique > vanilline.

Les résultats issus de I'étude microbiolagigont montré que les trois extraits
phénoliques ainsi que les composés phénoliquess ipdividuellement exercent une
importante activité antifongique vis-a-vis des deoxiches testa. flavuset A. parasiticus.

En effet de tres faibles doses ont conduits a ibimlon de leurs croissances et méme a
I'absence de sporulation.

Cette inhibition semble étroitement coreé# potentiel antioxydant que possédent ces
molécules. Selon la bibliographie, les acides phémes bloqueraient la synthése de toxines
en réduisant I'expression des principaux genesriddda enzymes des voies de biosynthese.
Cette inhibition de la croissance par les extreitsles composés phénoliques suggére que
ces dernieres peuvent aussi interférer avec legr@wvitales de ces souches.

En tant qu’additifs alimentaires naturelggarvateurs, les polyphénols promettent un
large champ d’utilisation. Etant donné que lestafimes posent un probleme sanitaire
sérieux par leur capacité a contaminer une laagenge de denrées alimentaires, des matieres
premieres aux produits transformés. L'emploi de roe$écules constitue une alternative qui
permet aux industriels du secteur agroalimentarg’dffranchir de I'étiquetage systématique
relatif aux ingrédients synthétiques (antioxydaets antifongiques synthétiques...) qui
suscitent la suspicion du consommateur.

Ces résultats sont prometteurs et suggdeerpossibilité d'utiliser les composés
phénoligues comme moyens de lutte biologique eolatrcroissance et la production des
aflatoxines voir méme des autres classes de myioa®x

Ces résultats obtenurs vitro ne constituent qu'une premiere étape prélimindres
essais complémentaires seront nécessaires et teawofirmer les performances mises en
évidence. Il serait donc intéressant de mener Karenir :

» des études détaillées sur les fractions des extraturels démontrant une activité
antifongiques et anti-aflatoxinogendn vitro. En vue d’identifier les composés
responsables de cette activité par des techniqudéss pperformantes
chromatographiques ou électrophorétiques;
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de faire des combinaisons de polyphénols dansutedptimiser leur effet
antifongique et valoriser ainsi les composés phignes des feuilles d'olivier et des
fruits qui sont trés riches en oleuropéine etesuphénols ;

valoriser les composés phénoliques des marginessid@&ées comme source
importante d’antioxydants naturels, et peut étretriloué de cette maniére a diminuer
leur effet polluant sur I'environnement;

proposer des méthodes d’extraction et de préservdas extraits phénoliques ;

dans le cas d'un usage a des fin alimentaires,éetledes toxicologiques poussées
devraient étre entreprises dans la mesure ou k dbroduit naturel » n’est pas
suffisant pour garantir la totale innocuité de ces\poses car ces extraits sont obtenus
par des solvants dont les résidus peuvent étrguesi
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Annexe



Annexe 1

1. La préparation de la solution de carbonate de sodm a 20% (Nunzia Cicco etal .,
2009):

La solution de carbonate de sodium est préparééssalvant a 70 ou 80° C au bain marie

20g de carbonate de sodium,8&;anhydre dans 100nd’eau distillée.apres avoir laissé
refroidir pendant une nuit (& +4 ), une crissation de la solution sursaturée est provoqué en
ajoutant un cristal de carbonate de sodium 10hgasaté (NaCOs, 10 HO), apres
cristallisation, la solution est filtrée sur laide verre.

2. Gamme d’étalonnage des polyphénols totaux :
La solution mére est préparée en diluant 4mg déagallique dans 20ml d’eau distillée.

A partir de cette solution mere, nous préparonsgameme se solutions filles a concentration
croissantes en acides gallique.

Tube N°1 : Témoin ou blanc (eau distillée additiéa de réactif)

Tube N°8 : solution mére additionnée de réactif

Concentration de la solution mere :

On a 20 mg d’acide gallique 20ml d’eau distillée

v

X Iml

v

20mg x 1ml
X= mmmmm o =1mg/ml
20 ml

Calcule des différentes concentrations correspondées :

CiV, 1(mg/g ) x 0.05ml
C1Vi=C,V, => C,= = = 0.05mg/ml= 50.18mg/ml
>V Iml

C,=50.10°mg/ml. (50pg/ml).



Annexe 2

La Composition des milieux de cultures utilisés :

1. Milieu PDA (Pomme de terre, Dextrose, Agar) :

Pommedeterre.............cccevvennne. 200g

Agar.. ..o, 15g
GlUCOSE...cvvie e, 20g
Eaudistillée.............coooiii i, 1000ml

pH final=5,6 + 0,2
Ramollir la pulpe de pomme de terre dans 300mlw&rachauffant. Ajouter ensuite le
glucose et I'agar. Porter a ébullition pour soliget I'agar puis filtrer sur gaze et compléter a

un litre avec de I'eau distillée.

2. Milieu CAM : Coconut Agar Medium : milieu a base de coco gélosé

Noix de coco déchiquetée............. 100g
Eaudistillée..........c.cooviiiiii . 300ml.
Tissu en mousseline

Agar ... 209
Eaudistillée.............coooiiiiiin, 1000ml

Préparation : 100g de noix de coco déchiquetéetsmnbgénéisés pendant 05 min avec 300
ml puis porté a ébullition, le mélange est filtrBagde du tissu en mousseline.

Le pH final ajusté a 7 avec une solution de NaOH @te étape on peut ne pas l'effectuer)

Le filtrat est additionné de 20 g d’agar puis cogtgla 1000ml par I'eau distillée.

NB : tous les milieux sont stérilisés par autoclaveéurant 15min a 120°C.

Autoclave a utiliser pour les milieux de culturkesyerrerie, matiére en caoutchouc (boite de
Pétri).



