République Algérienne Democratique et Populaire
Ministére de ’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
Université AMIRA-BEJAIA

Département de Microbiologie Tasdawit n Bgayet
Filiére : Biotechnologie Université de Béjaia
Spécialité : Biotechnologie Microbienne

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie @ /Ubl /‘5241l

Mémoire de fin de cycle
En vue de I’obtention du diplome

Master

Théme

Activité anti fongique des composés bioactifs vis-a-vis des

souches de moisissures isolées de la figue seche Ficus carica

Présente par

M" ZERARGA Badis et M" HANAFI Nabila

Devant le Jury composé de :

Nom et Prénom Grade

M™ N. CHIBANE MAA Président
M™ N. BELHAMICHE MCB Examinateur
M" F.BOUKHALFA MCA Promoteur
M"Y.ARROUL Doctorant Co-promoteur

Année Universitaire : 2022/2023



Dedicaces

Je dedie ce modeste travail
Aux étres qui me sont les plus chers
A ma famille, elle qui m’a doté d’une éducation digne, son
support et son amour ont fait de moi ce que je suis

aujourd "hui.

A ma tres cher mere «Rachida » que dieu la gardes et la
proteges.

A mes cheres sceurs, frerves, leurs maris(e), surtout mouma et
ma tante Naima, qui m ont toujours soutenu et encouragé

Aussi a mes amies qui m’ ont permis d’oublier les moments de
stress et de découragement.

Sans oublier mes nieces et mes neveux que j 'aime beaucoup
Et mes collegues de travaille de lycee Abdelmalek Foudala

Tazmalt que j’estime et je respecte.

A tous ceux qui ont contribué a ce travail de prés ou de loin

«Nabila»



DEDICACE

Je remercie le dieu tout puissant. Mes priéres sur le prophete

Mohamed paix et bénédictions sur lui, qui m’éclairent la vie.
Je dédie ce modeste travail aux personnes qui me sont chers

Mes parents que j’aime beaucoup, pour leur soutien, je leur suis

redevable toute ma vie, que dieu les protege.

Mes fréres et sceurs qui m'ont aidé dans ma vie et dans cette

réussite.
Mon épouse qui n’a cessé de me soutenir et de m’épauler.

Mon fils Idris et ma fille Alaa.

Mes beaux parents, je vous dois le grand respect et mon estime.
A toute personne qui m'a aidée de loin ou de prés.

A toute la promotion de Biotechnologie Microbienne de 1’année

universitaire 2022 /2023.

Badis



REMERCIEMENTS

Nous remercions Dr F. BOUKHALFA, Mr Y. ARROUL pour nous avoir

dirigés tout au long de ce travail.

Nos remerciements vous aussi a [’égard des membres du jury pour avoir

accepte d’examiner notre travail.



Liste des abréviations

FAQO STAT : Food and Agriculture Organization Statistics

MADR
OTA
AFB1
IARC
OMS
FAO
HE
HV
pH
CO2
ARN
ADN

L3BS

: Ministere de 1’ Agriculture et du Développement Rural
: Ochratoxine A
: Aflatoxine B1
- International Agency of Research on Cancer
: Organisation Mondiale de la Santé
: Food and Agriculture Organisation
: Huile essentielle
: Huile végétale
: Potentiel Hydrogene
: Dioxyde de Carbone
: Acide ribonucléique
. Acide désoxyribonucléique

: Laboratoire de recherche Biomathématique, Biophysique, Biochimie et de

Scientométrie

DG18

MH

D

DMSO

CMI

AFSSA

: Dicloran Glycérol

: Mueller-Hinton

: Diamétre de la zone d’inhibition

: Diméthyl sulfoxyde

: Concentration Minimale Inhibitrice

: Aspergillus

: Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments



CIRC

HPLC

SM

FLD

: Centre International de Recherche sur le Cancer
: High Performance Liquid Chromatography
: Spectrométrie de Masse

: Fluorescence Detector



Listes des figures

Figure 01 : Photographie du figuier Ficuscarica ...............coooviiiiiiiiiiiiiiiieen 3
Figure 02 : Schéma représentatif d’une coupe longitudinale de la figue....................... 4
Figure 03 : Structures histologiques de quelques appareils sécréteurs........................ 13
Figure 04 : Photographie des huiles essentielles étudiées ..............ccooeviviiiininiinnnn 18

Figure 05 : Isolement de la mycoflore présente dans la figue seche avec la méthode du

CONEACT TITECE. . oottt e, 20

Figure 06 : Schéma représentatif de la méthode de diffusion par la technique des

Figure 07 : Schéma représentatif de la méthode de diffusion par la technique des puits

Figure 08 : Représentation sous forme d’un camembert d’évaluation mycologique des

échantillons de figues SEChes COIIECTEES .........cooviriiii e, 24

Figure 09 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile essentielle de

Lavandula officinalis vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches.............25

Figure 10 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile essentielle de

Syzygium aromaticum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues séches............ 25

Figure 11 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile essentielle de

Mentha x piperita vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues séches................ 26

Figure 12 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile essentielle de

Citrus limunum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches................... 26

Figure 13 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile essentielle de

Pelargonium asperum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches .......... 27

Figure 14: Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches........... 27

Figure 15: Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile essentielle de

Nigella sativa vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches..................... 28

Figure 16: Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile végétale de

Trigonella foenum-graecum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues séches.....28



Figure 17 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de
DMSO (%) de I’huile essentielle de Lavandula officinalis vis-a-vis A.S.Nigrii et

A PAFASTEICUS . .ttt e e 30

Figure 18 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de Lavandula
officinalis vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasitiCusS..............cooiiiiiriieiiii i 30

Figure 19 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de
DMSO (%) de I’huile essentielle de Syzygium aromaticum vis-a-vis A.S.Nigrii et

AL PAEASTEICUS . ..ottt et et et et et e e et et e et e e 31

Figure 20 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de Syzygium

aromaticum Vis-a-ViS A.ParaSitiCUS. .........ouinitiii it aes 31

Figure 21 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de

DMSO (%) de I’huile essentielle de Mentha x piperita vis-a-vis A.parasiticus et A.S.Nigrii

Figure 22 : Representation photographique de détermination des CMI de I’HE de Mentha x
piperita Vis-a-VisS A.ParaSitiCUS ...........c.ouiieiriit it e e 32
Figure 23 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de
DMSO (%) de [I’huile essentielle de Citrus limunum vis-a-vis A.S.Nigrii et

ALPAEASTEICUS . ettt ettt e e e 33

Figure 24 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de Citrus
limunum vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasitiCus. ............oooeiiiiiiii e, 33

Figure 25 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de

DMSO (%) de I’huile essentielle de Pelargonium asperum vis-a-vis A.parasiticus

Figure 26 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de
DMSO (%) de [I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus vis-a-vis A.parasiticus

Figure 27 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de

Pelargonium asperum Vis-a-Vis A.parasitiCuS ............cooiiriiiiiiiiiii e 34

Figure 28 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE d’Eucalyptus
globulus Vis-a-Vis A.ParasitiCUS ............cooeiriiiiiiii e, 34



Figure 29 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence de
DMSO (%)de I’huile végétale de Nigella sativa vis-a-vis A.S.Nigrii et
A PAEASTEICUS . ...ttt et et 35

Figure 30 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’huile végétale de
Nigella sativa vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasitiCus ..............ccooviiiiiiiiiiiiiie e, 35



Liste des tableaux

Tableau I : Quelques teneurs autorisées de chaque mycotoxine dans les aliments destinés a la

CONSOMMALION NUMAINE .. ... e e, 11
Tableau 11 : Les huiles essentielles étudiées............coeviiiiiiiiiiiiiiii e, 17
Tableau 11 : Les isolats fongiques teStES .........viviiriie e 19
Tableau IV : Standardisation de I’inoculum fongique.................coooiiiiiii i, 21

Tableau V : Concentration Minimale Inhibitrice relative (%) d’activité antifongique des huiles

essentielles vis-a-vis les champignons toxinogénes isolés des figues seéches..................... 29

Tableau VI : Nature de I’activité des huiles essentielles........oooeeeemmn i, 37



Liste des abréviations
Listes des figures
Liste des tableaux

Sommaire

10T [0 Tod 1 o] o PP 1
Partie Bibliographique

I. Généralités sur le figuier et 1a fIQUE.........ccoveiiiii i 3
Il. Champignons et MYCOTOXINES .......ccuoiiiiiriiiiriiiisieee e 7
I =TS O o g o o o USSR 7
[1.2. LES MYCOTOXINES ...ttt ettt bbbttt n bbb e st eneas 7
I1.3. Réglementation et législation établis par I’'UE en matiére de mycotoxines .................. 10

I1.4. les stratégies de lutte biologiques et de réduction des niveaux de contamination par les

MY COTOXINES ...ttt ettt et et e e et et e et et e e e 11
1. Généralités sur les huiles eSSENTIEIIES .........cccveveieiiiecec s 13
S0 I = T o o ST PPSPS 13
I11.2. Propriété physico-chimiques des huiles essentielles ...........cccoovvevieeie i v, 13
I11.3. Composition chimique des huiles essentielles............cccovvveiiiiiiiecie e 14
I11.4. Propriétés pharmacologiques et activités biologiques des huiles essentielles................ 14
[11.5. Activité antifongique des huiles eSSentielles..........cooovveiiiiiiiiiie e, 15
[11.6. Mode d'action des huiles eSSENtIElIES ........c.ooiiiiiiiiiii e 15
[11.7. Utilisation des huiles eSSENtIElIES ............ooviiiiiiiiiic 15
[11.8. ToxicCité des huiles SSENLIEIIES. ........covcvieie e 16

MaALErIelS 1 METNOUES ........oiiiicieieie et bbb 17
1. CompPOSES DIOACHITS ULHIISES ....cveeuieieieiiece et 17
pZ 110 LS {01010 o [0TSR 19
2.1. Collecte des SOUChes fONZIQUES. ... .ouuintiet ittt eee e eeeeenes 19

2.1.1. Isolement de le mycoflore potentiellement aflatoxinogénes et / ochratoxinogénes

présente dans les échantillons de figues seches collectées.............cooiiiiiiiiiiiiiiiiinn 19
2.1.2.Repiquage et purification.................cooiiiiiiiii e 20
3. La mise en évidence et évaluation de 1’activité antifongique des HEs.......................... 21

3.1. Préparations de la SUSPeNnsion conidienne. .. ............o.iviieiriiininiei e 21



3.2. Test d'activité antifongique par la méthode de diffusion sur gélose Muller Henton....... 21

3.3. Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI)........ccccccevvveviiiiiieiecnns 22
3.4. Détermination de la nature de I'activité de 1’huile essentielle.................................. 23
RESUITALS €1 AISCUSSTON ......oviieiiiiiieiieiieieie ettt sttt et steete e eneeneas 24
1. LeSiS0lats fONQIGUES .. ..ovvine e e 24
2. La mise en évidence et évaluation de I’activité antifongique des HEs................ccccuneee. 24
3. DEtermination deS CIMI .......cuoiiiiiiiieiiiisee ettt 28

4. Détermination de la nature de I'activité antifongique des HEs testées............................36
L O01) 1 T4 11 1) 1 PP 40
Références bibliographiques

Annexes

Résumé



Introduction



Introduction

Les aliments constituent une grande source de nutriments humain et animals, et vue
leurs composition ces produits sont altérés par une flore contaminante et leurs secrétions,
additifs alimentaires, résidus des pesticides etc.

Les mycotoxines sont des substances naturelles produites par des champignons
microscopiques au niveau de la chaine alimentaire. 1ls sont la cause de pertes économiques
importantes a 1’échelle mondiale en raison de leur effet nocif sur la santé humaine et la
productivité animale. Leurs effets néfastes résultent du développement de la flore fongique
potentiellement ochratoxinogénes et ou Aflatoxinogénes. Ces microorganismes ont la
capacité de se développer sur une large gamme de denrées alimentaires avant, pendant et
apres la récolte notamment les produits a faible teneur en eau autrement dite activité de
I’eau (FAO, 2006).

Parmi les denrées alimentaires qui ont une valeur alimentaire et nutritive
importante, on distingue la figue qui est considérée comme une grande source d’énergie
vue sa constitution riche en minéraux, en vitamines, en acides aminés avec une forte teneur
en fibres diététiques (Solomon et al., 2006). Elle contient également des composés
phénoliques a fort potentiel antioxydant (Slatnar et al., 2011).

La figue, consommeée fraiche ou seche, est le fruit de figuier dont le nom botanique
Ficus carica L, fait partie des arbres fruitiers les plus anciennement cultivés, il appartient a
la famille des Moraceaes. Son fruit est cultivé principalement en région du bassin
méditerranéen (Slatnar et al., 2011), il est planté en Algérie principalement en petite
Kabylie (Chouaki, 2006).

Le fruit représente un apport économique considérable pour ces régions, et une
consommation elevée dans le monde depuis des décennies. (Andreia et al., 2010).

Depuis longtemps, le fruit, ses racines et ses feuilles étaient exploités en médecine
traditionnelle, notamment dans le traitement des affections, tels que: la diarrhée,
I’indigestion, la gorge endolorie, la toux, la bronchite, les troubles cardio-vasculaires et
inflammatoires, les maladies ulcératives et les cancers. (Lee et al., 2010).

La figue reste un fruit fragile car elle ne se conserve pas longtemps, sa durée de vie
est limitée a deux jours a température ambiante (Sharifian et al., 2012). Les statistiques de
2016 montrent que 87,6 % de la production totale des figues en Algérie est consommée
fraiche, les 12,3% qui restent sont destinés au séchage produisant des figues seches
(FAOSTAT, 2017), conservées pendant six a huit mois, c'est ainsi qu'on assure la
disponibilité du fruit pour une longue durée (Slatnar et al., 2011).



Introduction

La figue séche avec sa forte teneur en glucide et sa faible activité d’eau (a,) est
sujet a des contaminations par des champignons filamenteux dont certaines espéces parmi
ses moisissures sont des producteurs de toxines , qui peuvent diminuer sa qualité
nutritionnelle et bien sur de provoquer de graves effets toxiques sur la santé des

consommateurs (Ghizlane S, 2020).

Les champignons les plus fréquents sont ceux appartenant au genre Aspergillus,
principalement les especes représentatives de la section Nigrii ou black Aspergillii a titre
d’exemple Aspergillus niger et Aspergillus carbonarius qui sont connues pour leurs fort
potentiel ochratoxinogene, les especes représentatives de section Flavii a savoir A.flavus et
A.parasiticus qui sont les plus connues pour leurs forte capacité aflatoxinogene (Ghizlane
S, 2020).

Depuis plusieurs années des recherches ont été réalisées pour lutter a I’égard de fléau
de contamination dont I'objectif est de réduire les niveaux de contamination d’une maniere
significative de ces aliments secs par les mycotoxines. Les travaux scientifiques ont
apportées I’efficacité des substances bioactives comme agent anti microbiens vis-a-vis de

plusieurs souches fongiques pathogenes (Klan¢nik et al., 2010 ; Tan et al., 2015).

L’objectif de cette étude est d’explorer ’efficacité des substances bioactives de
certaines plantes comme agent antifongique vis-a-vis de la mycobionte présente dans les

figues seches.

Ce travail sera présenté en deux parties:

La premiére partie est une synthése bibliographique des études faites sur le figuier, la
figue, la flore fongique potentiellement aflatoxinogénes et ou ochratoxinogene et les

stratégies de lutte biologique a 1’égard de ses champignons et leurs toxines.

La deuxiéme partie est réservée a la présentation du matériel et du protocole expérimental
utilisés dans cette étude, les résultats obtenus et leurs discussion, en dernier lieu une

conclusion et perspectives.
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Généralités sur le figuier et la fique

Chapitre I : Géneralité sur le figuier et la figue

Il existe environ 750 espéces connues de figuiers avec une répartition géographique
tres répondu au niveau des régions chaudes du monde, les mieux décrit c’est le figuier
ordinaire dont le nom botanique Ficus carica domestica L (Gamero, 2002), Ficus signifie
verrue (le lait pour soigner les verrues), et carica fait allusion a une région en Turquie.

Ficus carica L est la seule espéce cultivée pour ses fruits comestibles (Rémi, 2017),
connu par sa grande capacité d’adaptation aux climats chauds, cet arbre fruitier posséde
une capacité de la régénération végétative et la production des fruits sans production de
fleurs visible. Seuls les figuiers femelles qui sont cultivés pour leurs fruits et qui produisent
soit :

- Deux fois par an, la premiére récolte se tient en fin du printemps, formée sur les rameaux
défeuillés de I’année précédente. La deuxiéme se fait en automne sur ceux de I’année en
cours.

- Une seule fois par an en fin d’été (Rémi, 2017)

Le figuier est défini comme un arbre généralement buissonnant, il peut atteindre
jusqu'a 5-10 metres de hauteur, I’écorce de I’arbre est grise, lisse ou blanc terne, ou
délicatement poilue a feuilles caduques, large, ovales ou presque orbiculaires, plus au
moins profondément lobées. Ses fleurs sont unisexuées, minuscules, étroitement groupées
sur la surface intérieure d’un grand réceptacle creux, ovaire supérieur hyalin, & une cellule
avec un seul ovule (Salma et al., 2020).

[
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Figure 01 : photographie du figuier Ficus carica (Finn Kjellberg et al., 2020).



Généralités sur le fiquier et la figue

Le fruit est un synconium, un réceptacle creux et charnu en forme et de taille de
poire, il est de couleur variables (Salma et al., 2020). Le systéme racinaire est
hyperpuissant, trés poussant qui se ramifie abondement en présence d’eau, cela confére au

figuier la capacité de se persister dans des situations tres séches (Rémi, 2017).

Synconium
|

|

\
Pédoncule

Akeénes
Axe de Pellicule
L'inflorescence 5
Pédoncules
floraux
Ostiole

Pulpe
Figure 02: Schéma représentatif d’une coupe longitudinale de la figue (Haesslein et

Oreiller, 2008).

Le systétme de reproduction de figuier est sexué, les fleurs males et femelles
enferment dans des gaines appelées sycones ou figues, la fécondation se fait par
I’intermédiaire d’un insecte pollinisateur appelé Blastophaga psenes (Roger, 2002).

Le figuier est classé en quatrieme place des plantations fruitieres en Algérie, il
occupe 39830 ha, environ 6,9% des surfaces cultivées, plus de 80% de la production totale
est consommeée a I’état frais, le reste est soumis au séchage (Ferradji et al., 2011).

La production totale des figues pour la compagne agricole de 2019/2020 est estimée a 1,2
millions de Quintaux (ONS 2020).

Le niveau taxonomique du figuier rapporté par Chawla et al. (2012) est la suivante :

Régne Plantea
Super-regne Trachéobionta
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Hamamélidées
Section Urticales
Famille Moraceaes
Genre Ficus

Espéce Ficus carica



Généralités sur le fiquier et la figue

L’espéce Ficus carica regroupe plusieurs variétés de figue : la figue noire elle est sucrée et
plutdt seche, la figue verte elle est juteuse elle a un épiderme fin, la figue violette elle est
plus sucrée que les autres et plus juteuse, elle est aussi la plus fragile et la plus rare
(Haesslein et Oreiller, 2008). 11 existe encore d’autres sortes telles que la figue arrondie, la
figue allongée, la figue fleur ou appelée la figue de printemps (El-bakor) et la figue

d’automne récoltée a partir d’aout (Peter Bauwens, 2008).

Les figues seches : la figue séche est le fruit sec mur de la figue (Ficus carica), aprés le
procéde de séchage (FAO, 2010).

Le séchage des figues est la méthode la plus ancienne et la plus utilisée pour mieux
conserver ses fruits secs a une longue durée.

Le séchage est une opération unitaire qui consiste a réduire par évaporation 1I’humidité
d’une denrée alimentaire tout en préservant le plus possible les caractéristiques
organoleptiques , physiques, chimiques et méme les valeurs nutritives du fruit.

Le séchage peut se faire en deux méthodes différentes a savoir : séchage traditionnelle et
séchage moderne.

1- Le séchage traditionnel : en Algérie il est souvent pratiqué a I’air libre, les figues sont
étalées sous le soleil en une seule couche sur un support pendant sept a huit jours, elles
sont couvertes durant la nuit. Cette exposition au soleil et aux mauvaises conditions
météorologiques y compris la poussiere, les insectes, les contaminants notamment la flore
microbienne, tous ses facteurs peuvent influencer sur la qualité sanitaire du produit
comestible.

Cette méthode est longue et ne permet pas de contréler les parametres de séchage (Ferradji
et al., 2011). Néanmoins, elle est moins codteuse et convient plus aux pays qui possédent
un potentiel énergétique solaire assez important (Tom, 2015).

2- Le séchage moderne (industriel) : utilisé a 1’échelle industriel par les températures des
fours, en plusieurs étapes et techniques. Cette méthode permet la maitrise des parameétres
de séchage (Ouaouich et al., 2005).

Composition et valeur nutritionnelle de la figue :

La figue, fraiche ou séche, est un fruit d'une valeur nutritionnelle élevée grace a sa
composition riche en divers nutriments surtout la matiére glucidique, les minéraux et aussi
méme les vitamines, ainsi qu'a son faible apport en lipides et sodium, et son absence en
cholestérol (Solomon et al., 2006), a poids égal, les figues séches apportent six fois plus
d’énergie (calories) que les figues fraiches (Gamero, 2002).



Généralités sur le fiquier et la figue

La figue est riche en fibres qui contribuent a retenir 1’eau et améliorer le transit intestinal
grace a son pouvoir laxatif. Ses fibres augmentent le volume des selles et modifient leur
consistance, ils réduisent donc I’incidence du pouvoir cancérigéne (risque d’atteinte de
cancer de colon) (Groopman et al., 2008), la figue seche est encore plus riche en fibres car
ses élément nutritifs sont encore plus concentrés (Vinson, 1999). Elle contient des acides
gras polyinsaturés, qui permettent de réduire le niveau de triglycérides dans le corps, donc
elle protege des maladies cardiovasculaires. La figue seche contient également des
antioxydants ayant la capacité a neutraliser ou a réduire les risques causes par les radicaux
libre dans I’organisme humain (INFA, 2007), leur abondances est en quantité moins
importante que d’autres fruits secs comme les abricots, les pruneaux et les raisins
(Groopman et al., 2008).
L’extrait éthanolique de la figue est un agent antipyrétique standard qui exerce sont effet
jusqu’a une durée de cinq heures, par contre sont extrait méthanolique aqueux agit comme
un agent antibactérien naturel sur les bactéries de la flore buccale (Justaine raj et al., 2011).
Comme tout arbre fruitier, Ficus carica peut étre atteint par des maladies
cryptogamiques et virale, il peut subir des attaques de divers insectes ravageurs (Brahem,
2013), ainsi que des contaminations de sont fruit par des champignons filamenteux qui
peuvent produire des composés toxiques appelées mycotoxines, ils sont capables de

procurer des cancers ou de nuire a la santé humaine (Groopman et al., 2008).



Généralités sur les champignons et les mycotoxines

Chapitre 1l : Champignons et mycotoxines

1) Les Champignons

Les champignons ou mycetes, sont des microorganismes eucaryotes unis ou
pluricellulaires, soit macroscopiques ou microscopiques, d’aspect filamenteux ou
levuriformes, ils vivent en parasitisme, saprophytisme, commensalisme ou en symbiose
connue sous le nom de mycorhizes (Chabasse et al., 2002).

Les champignons se caractérisent par la présence d’une paroi formée a 80% de
polysaccharides (les glucanes et la chitine) qui contribue a la protection de ses cellules des
perturbations extérieurs, et une membrane cytoplasmique constituée principalement
d’ergostérol qu’est la cible de plusieurs antifongiques polyéniques (Chabasse et al., 2002),
Les spores sont responsables de la reproduction qui se fait par voie sexuée ou asexuée
(Genevieve L, 2020).

Les champignons ont la capacité de produire des toxines appelées mycotoxines qui
peuvent provoquer des intoxications alimentaires ou des mycotoxicoses (Chabasse et al.,
2002).

Les champignons filamenteux appelé communément moisissures, elles sont
constituées par des filaments ramifiés : les hyphes, dont 1’ensemble est appelé mycélium
(Ben Miri, 2019). Elles sont eucaryotes, ubiquitaires, aérobies strictes, hétérotrophes,
géneralement peu exigeantes.

Les micromycétes peuvent contaminer divers milieux, tel que les céréales, les
produits d’origine animale (lait, viande), fruits secs (figue séche), les épices, ... (Bennett et
al., 2003, AFSSA, 2009).

Les moisissures peuvent étre utiles dans I’industrie grace a leur capacité a produire
des enzymes, et peuvent étre nuisibles si elles se développent sur des denrées alimentaires
entrainant des altérations des qualités organoleptiques et nutritionnelles (Joya.M, 2019),
leur métabolites secondaires produits des toxines pour I’Homme et 1’animale appelées
mycotoxines (Tariq et al., 2019).

2) Les Mycotoxines

Du grec « mycos » qui signifie champignons et du latin « toxicum » qui veut dire
poison constituant le mot « mycotoxine » qui signifie poison des champignons ou toxine
fongique. Ce sont des composés toxiques secrétés naturellement par des champignons

(moisissures) issues de leurs métabolites secondaires lors de leur prolifération sur les
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surfaces de différentes denrées alimentaires telles que la figue seche, ces composés
peuvent étre produits sur les plantes vivantes ou, plus tard, au cour du stockage, elles sont
résistantes a des traitements physiques et chimiques (thermostables) (AFSSA, 2009). Parmi
ces molécules toxiques on distingue :

1- Aflatoxine : ce sont des substances dangereuses et toxiques comme étant des
métabolites secondaires produites surtout par Aspergillus flavus, A.parasiticus, les
aflatoxines sont actuellement en 4 catégories aflatoxine B1, M1, B2, G1 et G2 sachant que
selon le centre international de recherche sur le cancer ont constaté que ’aflatoxine B1 est
la plus cancérogéne et plus hépatotoxique, ses molécules toxiques peuvent exerciser deux
types de toxicité a savoir une toxicité aigue se manifeste par des nécroses de foie, et une
toxicité chronique qui se traduit par une hépatotoxicité, un effet immunotoxique et
génotoxique (Cassandra et al., 2014, Asurmendi et al., 2012). La mise en évidence
d’aflatoxine indique une contamination au niveau du champ pendant la récolte ou le
stockage de différentes denrées alimentaires : arachides, fruits, légumes (frais ou sec),
céréales ...(El Khouri, 2016).

Les especes fongiques potentiellement aflatoxinogene susceptibles d’étre isolés des figues
séches sont les Aspergillus section Flavi : A.flavus, A.parasiticus, A.toxicarius, A.bombycis
et A.nomius (Heperkan et al., 2012).

2- Ochratoxine A : est une dérivée de la coumarine liée a phenylalanyl (Pitt et al.,
1997), c’est la toxine la plus détectée dans le sang humain (Pena et al., 2006), elle est
potentiellement de la méme importance que les aflatoxines, sa production est favorisés lors
du stockage de différentes denrées alimentaires: céréales, café, fruits secs, épices
(Houissa, 2021). En 1993 I'TARC a classé I’ochratoxine A comme une substance
probablement cancérogene de groupe B, elle est I’agent causal de 1’adénocarcinome rénal
par excellence, une toxicité chronique provoque des effets immunotoxiques, génotoxiques
et neurotoxiques (Hend BEJAOUI, 2005).

Les especes fongiques potentiellement ochratoxinogene susceptibles d’étre isolée de
la figue seche sont les Penicillium section Viridicati a savoir P.viridicatum, P.verrucosum,
P.nordicum, et les Aspergillus section Nigrii & titre d’information A.niger, A.carbonarius,
A lacticoffeatus et A.japonicus (Heperkan et al., 2012).

3- Acide cyclopiazonique : sa toxicité est recemment détectée, présent naturellement
dans plusieurs denrées alimentaires tels que les arachides, le mais, le lait, ... il inhibe

I’activit¢ de I’ATPase et induit diverse lésions pathologiques chez les animaux de
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laboratoire, il est moins toxique que les aflatoxines, secrété par P.camemberti, A.oryzea et
plusieurs espéces d’Aspergillus section flavii surtout A.flavus (Heperkan et al., 2012).

4- Fusariotoxine et altertoxine : ce sont des mycotoxines toxiques et cancérigénes,
a titre d’exemple les trichothécénes secrétées principalement par les espéces du genre
Fusarium a savoir Fusarium graminearum et I’altertoxine produite par Alternaria
alternata, connues comme des contaminants des produits alimentaire au niveau du champs
pendant la récolte (El Khouri, 2016).

L’ensemble de facteurs qui favorisent la biosynthése des mycotoxines appelé
mycotoxinogenese, elle dépend de facteurs intrinséques (potentiel génétique de la souche)
ou extrinseques (conditions environnementales) (Blumenthal, 2004; Olsen et al., 2003).

eFacteurs intrinséques : ils dépendent de la nature de la souche, certaines
champignons microscopiques sont toxinogeénes mais d’autres ne le sont pas (Le Bars,
1988), au sein de la méme espéce fongique certaines souches sont fortement productrices
de toxines alors que les autres sont moins productrices, le stade de développement de la
souche toxinogene et un facteur important dans la biosynthese de substances toxiques (Ben
Miri Y, 2019), de méme une espece fongique peut produire plusieurs toxines et une méme
toxine peut étre produite par plusieurs moisissures (Duverger et al., 2011). A titre
d’exemple le cas d’Aspergillus flavus qui produit AFB1 et AFB2 et 1’acide
cyclopiazonique

e Facteurs extrinséques : ils dépendent des facteurs de 1’environnement
v’ La teneur en eau: l’activité de 1’eau refléte la quantité d’eau disponible dans une
substance liquide ou solide indispensable aux réactions biochimiques d’un micro-
organisme, la quantité d’eau nécessaire pour la biosynthése des toxines doit étre supérieure

a celle nécessaire a la croissance fongique (Pfohl-Leszkowicz, 2001).

v L’humidité relative : L’exigence et la tolérance des moisissures vis-a-vis de 1’eau sont
variables d’une souche a I’autre, selon leur affinité pour 1’eau les moisissures sont classées

en trois groupes :

- Les espéces hygrophiles dont les spores germent a plus de 90% et leur croissance

optimale se situe a 100 % d’humidité relative (Mucor sp.).

- Les espéces mésophiles dont les spores germent entre 80 et 90% et leur croissance

optimale se situe entre 95 et 100% d’humidité relative (Alternaria sp.et Penicillium sp).
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- Les especes xérophiles dont les spores germent a moins de 80% et leur croissance

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

v Le pH: Les moisissures peuvent croitre dans une gamme de pH allant de 3 a 8 (pH
optimal est de 5 a 6), les fruits et les légumes ayant un pH inférieur a 6, sont une bonne
cible d’infestation fongique. Le pH nécessaire pour la toxinogenese est inférieur a celui de

la croissance fongique

v La température : la plupart des champignons sont mésophiles avec des optima de
croissance variant de 25 °C a 35°C. Pour d’autres, elles sont psychrophiles ou
psychrotolérantes (Botton et al., 1990). La température permettant une toxigénese optimale
est en général voisine de la température optimale de croissance (Pfohl-Leszkowicz, 1999).
Par ailleurs, les mycotoxines peuvent étre élaborées a des températures généralement

inférieures a celle de la croissance (Samson et al., 2004).

v’ La composition du substrat en éléments nutritifs : Les glucides sont les sources de
carbone les plus utilisées par les moisissures, la présence de quelques substances dans les
aliments stimule la croissance des moisissures et la production des mycotoxines comme le
saccharose et les acides aminés, la contamination d’une denrée alimentaire par les
moisissures dépend de la nature du substrat en particulier de la nature des glucides

disponibles.

La plupart des moisissures sont aérobies, I’augmentation de la teneur en CO2 (20%),
surtout si elle est associée a une réduction en oxygene, provogue une chute importante de
la production d’aflatoxines (Le Bars, 1988).

3) Réglementation et législation sur les mycotoxines

L’impacte des mycotoxines sur la santé publique et les pertes économiques causées
par I’accumulation de ces toxines au niveau de plusieurs denrées alimentaires, tel que les
fruits secs (Kabak et al., 2006), a incité les gouvernements des pays et les organisations
mondiales a prendre des mesures de sécurités en posant des normes tolérables a chaque
denrées alimentaires, telle qu’elle est citées dans les recommandations du réglement N°:
466/2001 et N°: 1881/2006 de 1I’Union Européenne fixent les teneurs maximales pour

certains contaminants dans les denrées alimentaires.
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Tableau I : Quelques teneurs autorisées de chaque mycotoxine dans les aliments destinés

a la consommation humaine

Denrées alimentaires Mycotoxines Teneurs maximales
(ug /kg)

Arachides, fruits a coque et fruits séchés et produits Bl 2,0

dérivés de leur transformation, destiné a la | sfjatoxines

consommation humaine directe ou utilisés comme B1,B2,G1,G2 | 4,0

ingrédient de denrées alimentaires

Fruits a coque et fruits séchés destinés a étre Bl 5,0

soumis a un traitement de triage ou a d’autres

methqdes phyS|que.s. a\{ant leur cpnso,m.matlon aflatoxines BL B2 GL G2 | 100
humaine ou leur utilisation comme ingrédient de
denrées alimentaires

Céreéales (y compris le sarrasin, Fagopyrum sp.) Bl 2,0
destinées a étre soumises a un traitement de triage

ou a d’autres méthodes physiques avant leur | aflatoxines [ B1 B2, G1,G2 | 4,0
consommation humaine ou leur utilisation comme
ingrédient de denrées alimentaires

Lait [lait cru, lait pour la fabrication de produits a | Aflatoxines M1 0,05
base de lait et lait traité thermiquement

Céréales (y compris le riz et le sarrasin) et produits

dérivés des céréales Ochratoxines A 50
Grains de céreales brutes (y compris le riz brut et le

sarrasin)

Raisins secs (raisins de Corinthe, sultanines et | Ochratoxines A 10,0
autres raisins secs)

Grains de café torréfié et café torréfié moulu a 5,0
I’exception du café soluble Ochratoxines A

Café soluble (café instantané) 10,0
Mout de raisins et mout de raisins concentré

reconstitué, destinés a la consommation humaine | Ochratoxines A 2,0
directe

4) Les strategies de luttes biologiques et de reduction des niveaux de

contamination par les mycotoxines

Vue que la présence des mycotoxines au niveau des aliments est inévitables c’est
pour cela que le seul moyen c’est la prévention par décontamination qui peut couvrir a
I’ensemble des mycotoxines sans rendre les denrées traitées impropres a la consommation,
il faut aussi trouver des procédés faciles a mettre en ceuvre et peu couteux, il existe des
procédes chimiques, physiques ou biologique.
1- chimiques : Cette méthode se base sur I’utilisation des composés chimiques capables de

transformer les mycotoxines en d’autre métabolites (commission Européenne,2006), en
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faisant intervenir des acides et des bases (ammoniaque et soude), des agents oxydants
(peroxyde d’hydrogéne et 1’0zone), des agents réducteurs (bisulfites), des agents chlorés, le
formaldéhyde (Yiannikouris et al., 2002 ).

2- physiques: Cette méthode consiste au lavage par de 1’eau et de carbonate de sodium, le
séchage, le broyage... (Yiannikouris et al., 2002 ).

3-biologiques: Elle se fait par plusieurs méthodes a savoir I’utilisation des
microorganismes capables de se lier aux mycotoxines et les rendre inactives, tel que les
bactéries lactiques (Shams et al., 2013), les métabolites secondaires des plantes, tel que les
composés phénoliques (antioxydants), les terpenes et les composés azotés (Macheix et al.,
2005, Mazid et al., 2011), I’utilisation des extraits naturels des plantes (huiles essentielles)
non nocifs a I’environnement et a la santé ayant le pouvoir de lutter contre les

contaminations fongiques et /ou mycotoxines (Isman et Machiel, 2006).
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Chapitre 111 : Généralités sur les huiles essentielles

1) Définition

Selon la sixieme édition de la pharmacopée Européenne, I’huile essentielle peut étre
définie comme un << produit odorant>>, généralement de composition complexe, obtenu a
partir d'une matiere premiére végétale botaniquement défini, soit par extraction a la vapeur,
soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique approprié sans chauffage. L’huile
essentielle est le plus souvent séparé de la phase aqueuse par un procédé physique
n‘entrainant pas de changement significatif de sa composition. (Commission Européenne
de Pharmacopée, 2009).

Les huiles essentielles sont synthétisées a partir de plusieurs plantes aromatiques en tant
que métabolites secondaires, elles sont élaborées par ses organes secréteurs et de stockage
(figure 03), telles que des poiles secrétoires, des poches, des glandes, des cavités, des sacs
sécrétoires, des canaux secréteurs et des cellules sécrétrices (Brunechon, 1987; Bakkali et
al., 2008 ; Bouyahya et al., 2018). Ces organes sont localisés dans les différentes parties
des plantes et des arbres aromatiques telles que semence, les racines (iris), bois, les feuilles
(citronnelle), les fruits (vanille), fleurs (rose), 1’écorce (cannelle), graines (fenugrec),
rhizomes (gingembre), les sommités fleuries (lavande), bulbes (ail), les bourgeons, les
herbes et les brindilles (Boukhatem, 2019 et Chraibi et al., 2021).

Poils sécréteurs Glandes sécrétrices Cellules sécrétrices )

~_

\ 1 \ P » > ' ' &
¥ 'ﬁ)‘:iil ‘A,'»’.',. NSty i AA ]

Figure 03: Coupes histologiques de quelques appareils sécréteurs (Svoboda KP et
Svoboda TG, 2000).
Il est important de faire la distinction entre I’huile essentielle et les essences .Ces derniéres
sont des secrétions naturelles produites par des organismes vegétaux, tandis que les huiles
essentielles sont les résultats de 1’extraction d’essences (Benmeggoura et Zerroukhi, 2021).
2) Propriété physico-chimiques des huiles essentielles

Les huiles essenticlles sont des composés d’odeur forte. Elles sont liquide a
température ambiante, peu hydrosoluble, mais soluble dans I’alcool et la plupart des
solvants organiques (chloroforme, le benzéne, 1’éther de pétrole etc.). Elles peuvent

prendre une couleur jaune pal mais généralement pour la plupart sont incolores. Elles ont
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une faible densité généralement inférieure a celle de I'eau, a I'exception de quelques
essences: celle de la cannelle et de girofle. Elles ont un indice de réfraction élevée et ses
derniers possédent la capacité de dévier la lumiere polarisée (Deschepper, 2017).

La conservation doit se faire a I'abri de la lumiere (flacon en verre fumé) et de I'humidité a
basse température entre le stockage au réfrigérateur est deconseillé (Desmares et al., 2008).
3) Composition chimique des huiles essentielles

D’un point de vue de structure chimique sont des mélanges complexes et variable de
différents composés chimiques dissous l'un dans l'autre formant ainsi des solutions
homogeénes, ses constituant appartiennent quasi exclusivement & deux groupes caractérisés
par des origines biogénétiques distinctes : le groupe des terpénoides d'une part, et le groupe
des composés aromatiques dérivés du phénylpropane d’une autre part. Elles peuvent
également renfermer divers produits issus de processus de dégradation mettant en jeu des
constituants non volatiles (Benayad, 2008 ; Guinoiseau, 2010).

La composition chimique des huiles essentielles peut étre dépendante de plusieurs
facteurs: le climat, I’altitude, la nature du sol et son pH, la période de récolte et la
technique de séchage et d’extraction (Atailia et Djahoudi, 2015). Les HEs sont constitués
de deux fractions 1’une est volatile, constituent 90 a 95% de I’huile essentielle, elle
comprend les terpenes et les composés aromatiques et 1’autre non volatile représente 5 a
10% de I’huile essentielle et contient des acides gras, des stérols, des caroténoides et des
flavonoides... (De Castro et al., 1999).

4) Propriétés pharmacologiques et activités biologiques des huiles

essentielles

Les huiles essentielles ont des propriétés pharmacologiques nombreuses et variées.
Elles peuvent étre: antioxydantes, anti-infectieuses, anti-inflammatoires, antispasmodiques,
antimicrobiennes, cytotoxiques, acaricide, anticancéreuses, antivirals, antimycosiques
(antifongiques), antiparasitaires, hypolipémiantes, antiseptiques grace aux aldéhydes et
terpénes (les terpenes possedent des propriétés anti-hypertensives, antirétrovirales, anti-
inflammatoires, analgésiques, antimicrobiennes et antiparasitaire), inhibition d'odeur et
insecticide.

Selon plusieurs études l'activité antimicrobienne des huiles essentielles se classe dans
L'ordre décroissant selon la nature de leurs composés majoritaires: phénols > alcools >

aldéhydes > oxydes > hydrocarbures > ester (Kouassi K.S, 2017).
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5) Activité antifongique des huiles essentielles

De nombreux types d'HE obtenus a partir de différentes plantes ont présenté d'intenses
propriétés antifongiques. L'activité antimicrobienne ou antifongique de I'huile essentielle
peut étre causée par les propriétés des terpenes ou terpénoides, qui en raison de leur nature
hautement lipophile et de leur faible poids moléculaire sont capables de perturber la
membrane cellulaire, de provoquer la mort cellulaire ou d'inhiber la sporulation et la
germination de champignons (Nazzaro et al., 2017).

De nombreuse études ont montré et ont confirmé I’effet antifongique de différentes
HEs, qui est du a leurs richesse en composeés terpéniques, alcooliques et phénoliques avec
des concentrations relativement différentes. Ces composés chimiques ont pu contrdler le
champignon en réduisant la croissance mycélienne ou une inhibition compléte, 1’incidence
et la sévérité de la maladie de poste récolte des fruits, de méme certains genes liés a la
pathogénicité du champignon ont été réduits et inhibant totalement la germination des
spores (Ait-Ali et al., 2021).

6) Mode d'action des huiles essentielles

Leur activité antimicrobienne est principalement en fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatiles majeurs.

Deux revues récentes sur les mécanismes d'action des métabolites secondaires, y compris
les HEs et les extraits de plantes (obtenus par extraction par solvant organique), ont
souligné six mécanismes différents concernant les propriétés antifongiques (Raveau et al.,
2020; Ait-Ali et al., 2021). Les HEs inhibent la formation de la paroi cellulaire des
champignons en perturbant sa membrane cellulaire par I’inhibition de la biosynthése de
I’ergostérol, elles affectent les mitochondries fongiques en inhibant le transport d'électrons
mitochondriales, elles inhibent la division cellulaire, les composés bioactifs de ces huiles
interférent la synthese d'ARN ou d'’ADN et/ou inhibent la synthése des protéines, comme
elles inhibent les pompes a efflux.
7) Utilisation des huiles essentielles

Les huiles essentielles ont des champs d'application tres variées dans la vie courante.
Actuellement, nous pouvons retenir quatre principaux domaines d'utilisation industrielle :

I’alimentation, l'aromathérapie, la parfumerie et la cosmétique et la chimie (Mebarki et
Bougueffa, 2012).
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*En industrie alimentaire

Les huiles essentielles et leurs composants, actuellement employées comme ardmes
alimentaires, des agents naturels pour la conservation des aliments par leurs pouvoir
antimicrobien et antioxydant, approuvés comme additif alimentaire par la Food and Drug
Administration (Caillet S et Lacroix M, 2007).

*En agriculture

Les huiles essentielles sont utilisés comme moyen alternatifs, a 1’utilisation des
produits chimiques pour faire face aux problemes de pourritures des fruits et maladie
en /de poste récolte causés par les champignons et leurs mycotoxines, comme biopesticides
pour la protection des cultures contre les insectes afin de répondre aux exigences de
I’agriculture biologique (produit de protection écologique) (Louhibi, 2018 ; Ait-Ali et al.,
2021).

8) Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles bien qu’ils sont des produits issus de plantes, elles peuvent
présenter une certaine toxicité pour le consommateur (Ait-Ali et al., 2021).

Les huiles essentielles sont des substances trés puissantes et tres actives, il ne faut donc
jamais dépasser les doses prescrites, quel que soit la voie d'absorption (Englebin, 2011).
Ainsi les HEs ne seront toxiques par ingestion ou par contact que si des concentrations
importantes sont utilisées (Degryse et al., 2008), car toute substance est potentiellement

toxique a dose élevée ou répétée.

Paracelse a dit : "rien n'est poison, tout est poison, tout dépend de la dose ".
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Matériel et méthodes

L'objectif principal de notre travail consiste a mettre en évidence Il'activité
antifongique de composés bioactifs vis-a-vis de quelques souches de champignons
microscopiques potentiellement toxinogéne a savoir Aspergillus section Nigrii,
Aspergillus niger, Aspergillus section Flavii (Aspergillus flavus et Aspergillus parasiticus)
et Aspergillus section Circumdati (Aspergillus ochraceus) isolées de la figue seche Ficus
carica, en vue de les utiliser comme alternative d'origine synthétique.

Les expériences concernant cette étude ont été effectuées au laboratoire de recherche
Biomathématique, Biophysique, Biochimie et de Scientométrie (L3BS) de l'université
Abderrahmane mira (Bejaia).

1) Composes bioactifs utilises

Les composés bioactifs qui ont fait I'objet de notre étude sont des huiles essentielles
d'origine végétale 100% pure et naturelle. Ces extraits végétaux sont dotés d'activité
antifongiques et anti mycotoxine prouvées a 1’égare de plusieurs espéces.

Six (06) huiles essentielles et deux (02) huiles végétales ont été évaluées dans notre étude
(Figure 4). Le chémotype, les parties distillées (utilisées) et le lieu de récolte (source) sont
illustrées dans le tableau II.

Tableau I1. Les huiles essentielles étudiées.

Nom Nom Nom Source Partie Chémotype Nature
scientifique vernaculaire | vernaculaire distillée des
francais arabe utilisée extraits
lavandula Lavande France Rameaux | LinaLyl acetate
officinalis (lavande Bal Al feuilles | Linalol ocimene HE
vraie) acheté terpinén- 4-ol
Clou de Indonésie phenol 70 a 85
Syzygium girofle skl Jai all Boutons | % (Eugénol) HE
aromaticum (girofle) acheté floraux | Esther 15 a 20

%

Californie Partie 30 & 50 %

Mentha Menthe USA aérienne | menthone 14 a
X piperita poivrée Jalal) ¢ Ladll 518 avant |32 9%Limonéne HE
acheté floraison | 1,8 cinéol

carvone 9 %

17




Matériel et méthodes

Algérie Limoneéne en
Citrus Citron zeste Ol majoritaire et
limunum acheté Zeste | d’aldéhyde en HE
faible
pourcentage
Algérie Alcool
=5 monoterpénique:
Pelargonium | Géranium (B hall) acheté 30 4 50 %
asperum Rosa Feuille | citronellol 5 a 10 HE
% géraniol et
Linalol
10 % Ester
Algérie Feuille | 1,8-cinéol
Eucalyptus eucalyptus inlls ) des (eucalyptol) et HE
globulus acheté rameaux | alpha-pinéne
Algérie Polyphenols(B-
Nigella z ) sitosterol HV
sativa nigelle acheté Graines | stigmasterol), et
acide oléique.
Trigonella Algérie
foenum- fenugrec Alal) Graines / HV
graecum achéte

Figure 04 : photographie des huiles essentielles étudiées.
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2) Isolats fongiques

L'activité antifongique des différentes huiles essentielles a été évaluée vis-a-vis de six
(06) souches fongiques (Tableau Il1) potentiellement ochratoxinogéne et aflatoxinogene
contaminants les figues séches collectées.

Tableau I11. Les isolats fongiques testés

Groupes Espéces fongiques

Aspergillus flavus

Aspergillus section Flavii - —
Aspergillus parasiticus

Aspergillus section Circumdati Aspergillus ochraceus

Aspergillus section Nigrii

Aspergillus section Nigrii _ :
Aspergillus niger

Mucorales Mucor sp

2-1 Collecte des souches fongiques

Les isolats fongiques ont été obtenus apres un isolement sur un milieu sélectif DG18
suivi d’un repiquage sur le méme milieu afin de purifier et d’identifier morphologiquement
les isolats obtenus, cette partie est effectuée par le doctorant Mr. ARROUL Younes au
sein du Laboratoire (L3BS).
2-1-1 Isolement de la mycoflore potentiellement aflatoxinogénes et ou
ochratoxinogénes présente dans les échantillons de figues seches collectées
Méthode de contact direct

L’isolement de la flore fongique a été effectué a partir de 3 a 3.5 kg d’échantillons de
figues seches récoltées en deux saisons d'automne dans deux années 2020 et 2021 au
niveau de la région de Beni Maouche de la wilaya de Bejaia. Les figues séches récoltées
appartenant aux variétés « Avekan Extra » et « Taamriwt Extra ».
Les échantillons de fruits secs ont été désinfectés en surface avec de I'éthanol a raison de
70 % en utilisant du coton afin d’éliminer la poussiére et les spores exogene, puis les
figues ont été découpés en 4 a 5 portions a I’aide d’un scalpel stérile et déposées
stérilement a la surface de milieu de culture DG18 en exorcisant une pression afin de

favoriser le développement de mycélium végeétatif de micromycetes suspectées.
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Les boites de Pétri ont été incubées a 28°C pendant 7 10 jours (Tabuc, 2007).

Figure 5 : isolement de la mycoflore présente dans la figue séche avec la méthode du
contact direct.
2-1-2 Repiquage et purification

Le but des repiquages est l'obtention des isolats fongiques spécifiques et plus pures
c'est pour cela des repiquages successifs sont réalisés.
Le repiquage a été effectué par prélevement d'un fragment de colonie a lI'aide d'une pipette
Pasteur stérilisée de tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la
méme boite de Pétri soigneusement étiquetée. Les souches pures obtenues seront par la
suite soumises a une identification morphologique réalisée par observation macroscopique
et microscopique au grossissement (G*10) (Guiraud, 2003).
- Revivification des souches fongiques cultivées sur milieu DG18 et conservées au
réfrigérateur (4°C)

Le but de ce repiquage et d'obtenir des souches fongiques jeunes et prétent a étre
testées.

Le repiquage a été effectué pour des souches d’Aspergilus section Nigrii par
inoculation d’une charge sporale (10* spores /ml) a ’aide d’une anse de platine stérile qui
a été déposé au centre de boite de Pétri contenant le milieu de culture DG18. Pour les
autres moisissures
A.ochraceus, A.parasiticus, A.flavus, A.niger et Mucor, le repiquage a été effectué a partir
d'une suspension sporale a l'aide d'une anse de platine stérile, déposé au centre de la boite
de Pétri contenant le méme milieu de culture.

Les boites de Pétri ont été incubées a 28°C pendant 7 jours (Guiraud, 2003).
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3) Mise en évidence et évaluation de ’activité antifongique des HES
3- 1 Préparations de la suspension conidienne

La suspension conidienne pour chaque souche testée a été préparée a partir de
cultures jeunes, incubées pendant 7 jours. Les spores ont été récupérées apres l'ajout de 10
ml d'eau distillée stérile la surface de chaque culture fongique (boite de Pétri) suivi d’un
raclage a l'aide d'une pipette Pasteur, puis les 10 ml ont été récupérés et verses dans des
tubes a essai avec quelques gouttes de tween 80. Aprés homogénéisation au vortex, 1 ml de
chaque solution mére préparée a été diluée dans 9ml de l'eau physiologique afin de
déterminer sa concentration en spore en utilisant la cellule de Malassez.
Les résultats obtenus sont récapitulés dans le tableau IV.

Tableau IV. Standardisation de I’inoculum fongique.

Suspension conidienne pour la mise Inoculum Suspension conidienne pour Inoculum
en évidence d’activité antifongique | (conidies/ml) la détermination des CMI (conidies/ml)
Aspergillus section Nigrii 1.912*10° | Aspergillus section Nigrii 8*10°
Aspergillus parasiticus 5.173*10° Aspergillus parasiticus 3.7*10°
Aspergillus niger 4.8%10° Aspergillus niger /

Mucor 3.8*10° Mucor /
Aspergillus flavus / Aspergillus flavus 1.2*10°
Aspergillus ochraceus / Aspergillus ochraceus 1.5*10°

3- 2 Test d'activité antifongique par la méthode de diffusion sur gélose Muller Hinton
La méthode connue par le test des puits est I'une des techniques de diffusion sur milieu
solide (M.H) qui est la plus utilisée et la plus simple pour mettre en évidence l'activité
antifongique des HEs (Kermiche et Chougui, 2014).

- Quatre puits d'environ 6 mm de diametre ont été creusés stérilement dans la gélose MH
préalablement inoculée par écouvillonnage avec la suspension conidienne diluée (souche a
tester), pour y introduire une aliquote de 150 pl d’HE pure a tester (une I'huile dans chaque
puits) (Figure 06).

- Chaque test a été réalisé en deux répétitions afin de s'assurer de la fiabilité des résultats.

- Les boites ont été conservées pendant 2h & température 4°C pour permettre la diffusion
des HEs et arréter momentanément la croissance fongique, puis incubées a 28°C pendant 3

jours.
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- L’ effet des HEs a |’ égard des champignons ciblés a été déduit par la mesure de diamétre
des zones d'inhibition al’aide de pied a coulisse afin de qualifier les souches sensibles ou
résistantes (Mouas et al., 2017).

(1)  soucherésistante (D <8 mm)

(+) souchesensible (9 mm < D < 14 mm)

(++) souchetréssensible (15 mm <D <19 mm)

(+++) souche extrémement sensible (D > 20 mm)

1- Percer des trous dans la gélose 2- Déposer la solution antigénique
de la boite de Pétri et les sérums a tester

3 Mesare de la ronedatibitionapres trois
jours d'icabation

r"' ! Tl Loned"mhihition
A Ty

Micropipette

pergage ‘
du dernier ¢ |
puits

Dans notre cas nous percerons un puits central et Changer d’embout pour chaque dépét. Il faut remplir
trois puits périphériques. Placez un gabarit de le puits mais il ne faut pas que le puits déborde.

Huile essentielle

pergage sous la boite pour savoir ou percer.

Figure 06 : Schéma représentatif de la méthode de diffusion par la technique des puits
(Boubrit et Boussad, 2007).

3- 3 Déermination dela concentration minimaleinhibitrice (CMI)

Cette technique consiste a inoculer, par une suspension conidienne, une gamme de
concentration décroissante en HE. Apres incubation, I'éude de la gamme permet de
déterminer la concentration minimale inhibitrice (CMI) relative a chaque extrait, qui est
déterminée comme étant la plus faible concentration de I'extrait qui inhibe plus de 90 % de
la croissance du germe fongique testé.

3- 4 Détermination dela naturedel'activité des |’ huiles essentielles

Dans le but de déterminer la nature de I'activité des HEs (fongicide ou fongistatique),
toutes les boites ayant des zones d’inhibitions aprés la réalisation du test d'activité, ont
été incubées dans I'étuve a 25°C pendant une période allant jusgu'a 15 jours ou plus.

Si le champignon reprend sa croissance dans les zones d'inhibition, cela s explique que
I"'HE possede une activité fongistatique. Dans le cas contraire, I'activité est dite fongicide.
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déterminée comme étant la plus faible concentration de I'extrait qui inhibe plus de 90 % de
la croissance du germe fongique testé.

La méthode de diffusion sur agar a été utilisée pour I'évaluation de l'activité
antifongique des huiles essentielles et la détermination de la (CMI). Le test a été réalisé
comme suit :

- Une aliquote de 200 pl de I’HE a tester a été placée dans un tube a essai contenant
200 pl de DMSO a 10 % (v /v) puis homogénéisé. Une dilution en cascade de demi en
demi a été effectuée dans 200ul de DMSO a raison de 10 %, de maniére a obtenir une
gamme de concentration décroissante en HE (1/2,1/4,1/8,1/16 et 1/ 32) (Figure 7)

cOURlL dhlle essenhelle

Camme de dilution

200l

Figure 7: Schéma représentatif de la méthode de diffusion par la technique des puits

- A partir de différents tubes de la gamme, 50 pl ont été prélevés a 1’aide d’une
micropipette et ont été versés sur les puits creusés sur la gélose MH préalablement
inoculées avec des charges fongiques & I’ordre de 10° spores/ml pour chague espéce
fongique test. Les boites ont été laissées environ 2h a température basse pour permettre la
diffusion des huiles essentielles.

- Apres incubation a 28°C pendant 5 jours, les diamétres des zones d'inhibition ont été
mesurés a 1’aide d’un pied a coulisse, puis le taux d’inhibition de chaque concentration de

la gamme & été calculé. Suivant la formule mathématique suivante :

Charge conidiénne = Nombre de spores comptées x I’inverse de dilution x10°
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1) Les isolats fongiques

L'isolement et I'identification morphologique des isolats fongiques effectués par Mr
ARROUL Younes ont révélé la présence de 3 genres fongiques (Aspergillus, Mucor et
Penicillium) avec la dominance d'Aspergillus section Nigrii dans la plupart des
échantillons de figues séches étudiés. Les "Aspergilli noir" représentent 70% de la totalité
des isolats, et les 30% restant sont repartie équitablement entre les Aspergillus section
Flavi et le genre Mucor.

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 08.

B A.Nigrii
B A.Flavi

= Mucor

Figure 08 : Représentation récapitulatif d’analyse mycologique des échantillons de figues
séches collectées.

2) La mise en évidence et évaluation de I’activité antifongique des HEs

Les résultats de mise en évidence de I’activité antifongique des Six HEs a savoir :
Lavandula officinalis, Syzygium aromaticum, Mentha x piperita, Citrus limunum,
Pelargonium asperum, Eucalyptus globulus et deux huiles végétales a savoir :
Nigella sativa, Trigonella foenum-graecum ont été testés pour leur activité antifongique a
I’égard d’Aspergillus section Nigrii, A.niger, A. flavus, A.ochraceus, A.parasiticus et
Mucor, sont configurés dans les figures ci-dessous :
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HE lavandula officinalis (Lavande)
B Diametre d'inhibition (mm)
35
30
25
20
15
10
11
0
A.parasiticus  A.S.Nigrii A.niger Mucor sp
souches fongiqes isolées

Figure 09 : Histogramme représentatif d’évaluation d’activité antifongique de I’huile

essentielle de Lavandula officinalis vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues

séches.
HE Syzygium aromaticum (Clou de girofle)
B Diametre d'inhibition (mm)
40
35
30
25
20
15
10
5
0
A.parasiticus| A.S.Nigrii A.niger Mucor sp
souches fongiqes isolées

Figure 10 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’

huile essentielle de

Syzygium aromaticum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues séches.
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HE Mentha x piperita (Menthe poivrée)

m Diameétre d'inhibition (mm)
40
35
30
25
20

15
10
5
0

A.parasiticus

A.S.Nigrii A.niger Mucor sp

souches fongiqes isolées

Figure 11 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile essentielle de

Mentha x piperita vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues séches.

HE Citrus limunum (Citron zeste)

B Diameétre d'inhibition (mm)

40
35
30
25
20
15
10
s B
0
A.parasiticus  A.S.Nigrii A.niger Mucor sp
souches fongiges isolées

Figure 12 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile essentielle de

Citrus limunum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches.
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HE Pelargonium asperum (Géranium Rosa)

B Diameétre d'inhibition (mm)

A.parasiticus A.S.Nigrii A.niger Mucor sp

souches fongiges isolées

Figure 13 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile essentielle de

Pelargonium asperum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues séches.

HE Eucalyptus globulus (Eucalyptus)

M Diameétre d'inhibition (mm)

45
40
35
30
25
20
15
10
5
0
A.parasiticus| A.S.Nigrii A.niger Mucor sp
souches fongiges isolées

Figure 14: Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile essentielle

d’Eucalyptus globulus vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches.
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HV Nigella sativa (nigelle)

M Diameétre d'inhibition (mm)

15
10
5
0

A.parasiticus

A.S.Nigrii A.niger ‘ Mucor sp

souches fongiqes isolées

Figure 15 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de 1’huile essentielle de
Nigella sativa vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches.

HV Trigonella foenum-graecum (fenugrec)

B Diameétre d'inhibition (mm)

QOQRNWANUOLAN®LO

A.parasiticus

A.S.Nigrii ‘ A.niger ‘ Mucor sp

souches fongiqes isolées

Figure 16 : Histogramme représentatif d’activité antifongique de I’huile végétale de

Trigonella foenum-graecum vis-a-vis des souches fongiques isolées des figues seches.

3) Détermination des CMI

Les résultats d’une deuxiéme expérience pour réévaluer I’activité antifongique des HEs
étudiés en présence d’un émulsionnant (DMSO). Ce dernier en concentration utilisé, n’a
pas d’effet inhibiteur sur la croissance fongique. La détermination des concentrations
minimales inhibitrices exprimés en facteurs de dilution (%) en présence de DMSO
récapitulé dans le tableau V, et représentés dans les figures ci-dessous :
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Tableau V. Concentration Minimale Inhibitrice relative (%) d’activité antifongique des
huiles essentielles vis-a-vis les champignons toxinogénes isolés des figues seches.

HE souches 1/2 (%) | 1/4 (%) | 1/8 (%) 1/16 (%) | 1/32 (%)
A.S.Nigrii 80,76 50 30,76 0 0
HE1 A.parasiticus | 46,87 40,62 34,37 28,13 0
A.S.Nigrii 0 0 0 0 0
HE2 A.parasiticus 60 48,57 57,14 52,85 48,57
A.S.Nigrii 60 0 0 0 0
HE3 A.parasiticus | 42,85 37,14 30 22,85 14,28
A.S.Nigrii 63.33 53.31 43.33 40 0
HE4 A.parasiticus | 51,42 40 34,28 28,57 22,85
A.S.Nigrii / / / / /
HES5 A.parasiticus | 45,39 39,47 46,05 59,21 57
A.S.Nigrii 0 0 0 0 0
HEG6 A.parasiticus | 57,14 48,57 42,85 34,28 28,57
A.S.Nigrii 48,64 40 35,13 27,02 21,2
HV7 A.parasiticus 47,1 41,66 32,61 27,38 21,42
A.S.Nigrii / / / / /
HV8 A.parasiticus 0 0 0 0 0
/ Absence de croissance fongique | :CMI(%)
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HE /avandula officinalis (Lavande)

g 100% -

[

.g 80%

=}

= 60% -

3 40% -

& 0%

pure 1/16 1/32
A.S.Nigrii
HE /avandula officinalis (Lavande)

X 100% -

C

o 80% -

5

5 60% -

[}

T 40% -

5

&

0%
pure 1/16 1/32
A.parasiticus

Figure 17 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence
de DMSO (%) de I’huile essentielle de Lavandula officinalis vis-a-vis A.S.Nigrii et

A.parasiticus

Flgure 18 Representatlon photographlque de détermination des CMI de I HE de
Lavandula officinalis vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasiticus
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HE Syzygium aromaticum (Clou de girofle)

X 100% -
[
O  80% -
5
= 60% -
©
L 40% -
S5 20% -
8 L4 - L L4 -
S 0%
[y

pure 1/2 1/4 1/8 1/16  1/32

A.S.Nigrii
HE Syzygium aromaticum (Clou de girofle)
< 100% 1
S 80% -
8
= 60% -
©
S a0% -
—
>
2 20% -
O
N
0%
pure 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
A.parasiticus

Figure 19 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence
de DMSO (%) de I’huile essenticlle de Syzygium aromaticum vis-a-vis A.S.Nigrii et

A.parasiticus

Figure 20 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de
Syzygium aromaticum vis-a-vis A.parasiticus
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HE Mentha x piperita (Menthe poivrée)

X 100% -

c

S 80%

)

2 60% -

©

o 40% -

©

5 20% -

[] a_— - - -
85 0%

©

b pure 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32

A.S.Nigrii
HE Mentha x piperita (Menthe poivrée)

— 100% -
X
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)
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3 40% -
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©
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pure 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
A.parasiticus

Figure 21 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence
de DMSO (%) de I’huile essentielle de Mentha x piperita vis-a-vis A.parasiticus et

A.S.Nigrii

Figure 22 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de
Mentha x piperita vis-a-vis A.parasiticus
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HE Citrus limunum (Citron zeste)
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Figure 23 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence

de DMSO (%) de I’huile essentielle de Citrus limunum vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasiticus

N Vo h ey E 4 N
i o 2 \ N

Figure 24 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’HE de Citrus
limunum vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasiticus
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HE Pelargonium asperum (Géranium Rosa)

100% -
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A.parasiticus

Figure 25 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence

de DMSO (%) de I’huile essentielle de Pelargonium asperum vis-a-vis A.parasiticus

HE Eucalyptus globulus (eucalyptus)

100% -
80% A
60% -

40% -
20% - .

0%

facteur de dilution (%)

pure 1/8 1/16 1/32

A.parasiticus

Figure 26 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence
de DMSO (%) de I’huile essentielle d’Eucalyptus globulus vis-a-vis A.parasiticus

Figure 27 : Représentation photographique Figure 28 : Représentation photographique
de détermination des CMI de I’HE de de détermination des CMI de ’HE

Pelargonium asperum vis-a-vis A.parasiticus d’Eucalyptus globulus vis-a-vis A.parasiticus
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HV Nigella sativa (nigelle)
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Figure 29 : Histogramme représentatif des CMI exprimé en facteur de dilution en présence

de DMSO (%) de I’huile végétale de Nigella sativa vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasiticus

Figure 30 : Représentation photographique de détermination des CMI de I’huile végétale
de Nigella sativa vis-a-vis A.S.Nigrii et A.parasiticus
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4) Détermination de la nature de I’activité antifongique des HEs testées
Aprés 26 jours de la ré-incubation des boites comportant les champignons ayant

présenté des zones d’inhibition (+) & 28°C, on a obtenu les résultats suivants :

*Une croissance fongique & nouveau sur la zone d’inhibition pour certaines souches ceci

explique I’effet fongistatique de I’HE vis-a-vis de ces souches.

* Aucune croissance n’est observée sur la zone d’inhibition pour d’autres souches est ce

phénomeéne est du a I’effet fongicide de I’'HE vis-a-vis de ces souches.

Les résultats obtenus sont présentés en détaille dans le tableau VI.
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Tableau V1. Nature de 1’activité des huiles essentielles.

Huiles essentielles

Souches fongiques

Nature de P’activité

A..Nigrii Fongistatique
HE1 A.niger Fongistatique
A.parasiticus Fongicide
Mucor Fongistatique
A.s.Nigrii Fongicide
HE2 A.niger Fongicide
A.parasiticus Fongicide
Mucor Fongicide
A.s.nigrii Fongistatique
HE3 A.niger Fongistatique
A.parasiticus Fongicide
Mucor Fongistatique
A.s.nigrii Fongicide
HE4 A.niger Fongistatique
A.parasiticus Fongicide
Mucor Fongistatique
A.s.nigrii Fongistatique
HES5 A.niger Fongicide
A.parasiticus Fongicide
Mucor Fongistatique
A.s.nigrii Fongistatique
HV6 A.niger Fongistatique
A .parasiticus Fongicide
Mucor Résistante
A.s.nigrii Fongicide
HE7 A.niger Fongicide
A.parasiticus Fongicide
Mucor Fongicide
A.s.nigrii Fongistatique
HV8 A.niger Fongistatique

A.parasiticus

Fongicide

Mucor

Fongistatique
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Au cours de notre étude nous avons constaté que les échantillons de figues séches
représentatifs de la variété « TAAMRIWT » collectée de la localité de BENI MAOUCHE
(Bejaia) sujette a de forte contamination par une mycoflore potentiellement aflatoxinogéne
et/ ou ochratoxinogene, notre étude est dépendante de la quantité d’échantillon de figues

s€ches collectés pendant la saison d’automne des deux années 2020 et 2021.

L’analyse mycologique effectuée a permis de révéler une dominance presque a
70% par des souches fongiques de couleur noirs appartenant au genre Aspergillus section
Nigrii ochratoxinogeénes, par contre ; la présence des populations fongique du genre
Aspergillus section Flavi producteurs d’Aflatoxines est presque estimé a 15%. Par contre ;
15% des populations fongiques qui reste sont représentées par le genre Mucor. Une étude
similaire réalise par Nafiseh et al., (2017) sur I’isolement et 1’identification des Aspergillus
au niveau de I’air et le sol, apporté un taux de dominance a 46% par les Aspergillus
section Nigrii et 19% des Aspergillus section Flavi, ce qui confirme la dominance des
Aspergillus section Nigrii par rapport aux Aspergillus section Flavi et autres section

d’Aspergillus, et qu’elles sont les sections les plus importante d’étre un sujet d’étudié.

Ces résultats obtenus nous renseignent sur la qualité mycologique des échantillons
de figues seches collectées, qui se manifestent par une forte contamination de ces fruits
secs par des champignons microscopiques potentiellement toxinogenes, et cela explique les
mauvaises conditions de stockage de ces figues séches, surtout les deux facteurs a savoir la
température et I’humidité, qui sont les deux principaux paramétreS qui conditionnent la

biosynthese des mycotoxines.

Dans cette étude, toutes les huiles testées présentent une excellente activité
antifongique a 1’égard d’Aspergillus parasiticus, 1’huile essentielle d’Eucalyptus
globolosus présente une excellente activité antifongique vis-a-vis d’Aspergillus section
Nigrii, Aspergillus niger et vis-a-vis les souches Mucorales, 1’huile essentielle de Clou de
giroufle et le Geranium présentent une forte activité vis-a-vis les souches d’Aspergillus
section Nigrii, Aspergillus niger et a I’égard du Mucor, I’huile essentielle de la lavande
montre une bonne activité vis-a-vis les souches de Mucor, une faible activité s’est
présentée de la par de I’huile essentielle du genre Citrus a 1’égard de Mucor, et une
absence d’activité antifongique de I’huile essentielle de la Menthe poivrée et I’huile
végétale de Nigelle et de Funegrec vis-a-vis les souches Mucorales, par contre, aucune

activité antifongique vis-a-vis les souches d’Aspergillus ochratoxinogénes de 1’huile
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essentielle de la Lavande, Menthe poivrée et le Citrus, I’huile végétale de Nigella sativa et

de Funegrec s’est manifesté.

Les résultats obtenus concernant la mise en évidence de 1’activit¢é de I’huile
essentielle d’Eucalyptus globulosus révele les pouvoirs inhibiteurs de ce dernier vis-a-vis
Aspergillus section Nigrii, Aspergillus niger et Aspergillus parasiticus, conformément aux
résultats obtenus par Hmiri et al. (2011) et vis-a-vis les souches Mucorales, avec un facteur
de dilution > a 21,62% pour I’A section Nigrii, ce qui confirme le potentiel inhibiteur trés

élevé.

Confirmérent a nos résultats obtenus vis-a-vis les souches d’Aspergillus section
Nigrii, et vis-a-vis d’Aspergillus niger qui sont sensibles a I’huile essentielle de la Menthe
poivrée, une éetude a été faite par Hmiri et al. (2011) montre que les espéces fongiques
responsables de la pourriture des pommes (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
culmorum) sont tous sensibles aux composés bioactifs de 1’huile essentielle de la Menthe
ponliot qui a le méme niveau taxonomique que la Menthe poivrée utilisé dans notre étude.

Le facteur de dilution de cette huile est de 60% a I’égare d’A.S.Nigrii.

L’huile essentielle de la Lavande exerce un effet inhibiteur significatif a 1’égard
d’Aspergillus section Nigrii, Aspergillus niger, ces résultats sont identiques aux resultats
obtenus par Zugarte et al. (2013), qui ont mis en évidence I’activité anti fongique de cette
huile a I’égard d’Aspergillus sp., avec un facteur de dilution (CMI) de 30,76%. Cette huile

présente un facteur de dilution correspond a 28.13% vis-a-vis A.parasiticus.

Concernant la souche A.parasiticus, nous avons enregistré des zone d’inhibitions a la
dilution 1/32 pour I’ensemble des huiles testées, d’ou la nécessité de poursuivre la dilution

pour déterminer le facteur de dilution.
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Conclusion

Les résultats de ces travaux ont révélé que tous les huiles essentielles testées
possédent une activité antifongique et qui peuvent étre exploitées afin d’inhiber la
prolifération de la flore fongique isolée des figues séches et qui est représenté par des
populations d’Aspergillus section Nigrii potentiellement ochratoxinogene et des
Aspergillus section Flavii potentiellement aflatoxinogénes pendant 1’entreposage des

denrées alimentaires.

Les huiles essentielles de lavande, clou de girofle, menthe poivrée, Citrus lemonum,
Geranium rosa et surtout Ecalyptus globulus exercent un effet antifongique assez élevé,
ces derniers peuvent étre utilisées comme moyen de lutte alternatif naturel dans la
protection des aliments contre les altérations provoqués par les champignons

microscopiques et leurs toxines.

Du moment que la présence des mycotoxines au niveau des aliments est inévitable, c’est
pour cela la nécessité de bonnes pratiques sanitaires pendant la récolte, la transformation,
la conservation et méme la distribution s’avére indispensable afin de réduire d’une maniére
significative les risques liées a la contamination par les mycotoxines et bien sur d’assurer
une meilleur qualité hygiénique et nutritionnelle au cours de la commercialisation des

produits alimentaire sur le marché.
Perspective

v/ Séparation et purification d’un ou de plusieurs composant actifs des huiles
essentielles possédant le pouvoir antiochratoxinogene et antiaflatoxinogéne, pourra
étre une piste intéressante afin de lutter contre I’OTA et AFBI (B2, GI et G2), et
d’évaluer leur possibilité d’application au plein champs et dans les locaux de
stockage ainsi que sur les denrées alimentaires.

v' L’identification par les outils de la biologic moléculaire (PCR) des isolats
fongiques appartenant au genre Aspergillus section Nigrii au niveau des espéces.

v' L’extraction et la purification d’ochratoxine A et d’aflatoxines par la méthode
immunoaffinit¢é qui consiste a I’utilisation des colonnes spécifiques dotées
d’anticorps dirigés spécifiqguement contre les toxines recherchées.

v" Dosage des teneurs en aflatoxines et en ochratoxine A par HPLC/ SM ou FLD

dans les échantillons de figues seches collectées.
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Annexe N°1:

Le materiel utilisé
*Balance

*Bain marie

*Vortex

* Microscope optique

La verreries
» Tubes a essais
*Eprouvettes

*Boites pétris
*Ance de platine
*Micropipettes

*Etuve

*Plaque chauffante agitatrice
* Autoclave

* Etuve (28°C)

* Erlenmeyer
*Micropipettes

*Bec bunsen
*Ecouvillons
* Pipettes pasteur

Autoclave

Etuve



Microscope optique Plaque agitatrice Balance



Annexe N°2 :

Composition des solutions et milieux de culture utilisés :

*Eau physiologique stérile :Composition en g/l

-Chlorure de sodium (NACI) ..o 99
SEQU QISHIIBE ... s 1000ml
pH=7

Stérilisation a 121°C/15min

*Gelose Mieller Hinton (MH) (BIOKAR) : Composition en g/L

-Hydrolysat acide de Cas€ine..........cceeveeriieriiiiie et e 17,59

- INTUSION d& VIANTE. ... ..o 29
SAMIAON SOIUDILE. ...t 1,59
-Agar agar baCteriolOgigUE. ..........cirieieieie ittt e 179

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C =7,3 £ 0,2.
Stérilisation a 120°C/15 min

*L_e Milieu de culture DG18

SGIUCOSE. v . 10g¢
-Peptone bacteriologique. ........ovvviiiiii e . 5¢
S KHZ2P O . . 109
MGG O . 059
SO, . . . 159

-Eau distillée

SIGINMLA -ALDRICH

Lot: BCI




Annexe N°3:

Tableau N° : Les diamétres de la zone d’inhibition des HEs vis-a-vis les isolats fongique

obtenus (mm) :

HE souches D1 D2 Moyenne
A.S.Nigrii 26 26 26
HE1 A.niger 11,5 12,5 12
A.parasiticus 34 30 32
Mucor sp 15 15 15
A.S.Nigrii 18 19 18,5
HE2 A.niger 26 26 26
A.parasiticus 37 33 35
Mucor sp 32 34 33
A.S.Nigrii 22 13 17,5
HE3 A.niger 22 16 19
A.parasiticus 35 35 35
Mucor sp 15 15 15
A.S.Nigrii 30 30 30
HE4 A.niger 13 13 13
A.parasiticus 34,5 35,5 35
Mucor sp 10 8 9
A.S.Nigrii 34 28 31
HES5 A.niger 25 21 23
A.parasiticus 38 38 38
Mucor sp 35 35 35
A.S.Nigrii 34 40 37
HEG6 A.niger 35 25 30
A.parasiticus 40 44 42
Mucor sp 37 37 37
A.S.Nigrii 15 15 15
HV7 A.niger 12 12 12
A.parasiticus 35 35 35
Mucor sp 0 0 0
A.S.Nigrii 7 8 7,5
HV8 A.niger 0 0 0
A.parasiticus 8,5 7,5 8
Mucor sp 0 0 0




Tableau N° : diamétre d’inhibition des dilutions des HEs vis-a-vis A.parasiticus et
A.S.Nigrii (mm) :

HE souches 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
A.S.Nigrii 21 13 8 0 0
HE1 A.parasiticus 15 13 11 9 0
A.S.Nigrii 0 0 0 0 0
HE?2 A.parasiticus 21 17 20,5 18,5 17
A.S.Nigrii 13 0 0 0 0
HE3 A.parasiticus 15 13 10,5 8 5
A.S.Nigrii 19 16 13 12 0
HE4 A.parasiticus 18 14 12 10 8
A.S.Nigrii / / / / /

HES A.parasiticus 17,25 15 17,25 22,5 21,66
A.S.Nigrii 0 0 0 0 0
HE6 A.parasiticus 20 17 15 12 10
A.S.Nigrii 18 15 13 10 8
HV7 A.parasiticus 20 17,5 13,7 11,5 9
A.S.Nigrii / / / / /
HV8 A.parasiticus 0 0 0 0 0




Résumé: Le but de cette étude était d'évaluer I'effet inhibiteur des huiles essentiels sur la croissance du
genre Aspergillus producteurs d'ochratoxine A et d’aflatoxines isolés des figues séches Algériennes.
L'isolement fongique et l'identification morphologique ont révélé la présence de 2 genres fongiques
(Aspergillus, et Mucor) avec la dominance d'Aspergillus section Nigrii dans la plupart des échantillons de
figues séches étudiés, 15 souches d’Aspergilli noir et 8 souches d'Aspergillus section Flavi ont été isolés et
étudiées pour leur capacité a produire I'ochratoxine A et les aflatoxines. Six HEs a savoir : Lavandula
officinalis, Syzygium aromaticum, Mentha x piperita, Citrus limunum, Pelargonium asperum, Eucalyptus
globulus et deux huiles végétales a savoir : Nigella sativa, Trigonella foenum-graecum ont été testés pour
leur activité antifongique a 1’égard d’Aspergillus section Nigrii, A.niger, A. flavus, A.ochraceus,
A.parasiticus et Mucor, l'objectif principal est de maitriser la contamination des figues séches par la
mycoflore d’altération et leurs pouvoir toxinogéne et bien sur d’assurer une meilleur qualité hygiénique et
nutritionnelle lors de la commercialisation de ses fruits secs, I'extrait brut de ces huiles a présenté une
activité antifongique trés significatif vis-a-vis presque la majorité des souches fongiques sélectionnées en se
référant a des diamétres de zones d’inhibition >20mm. La concentration minimale inhibitrice de 1/32 a
permet de confirmer I’efficacité du potentiel antifongique des huiles testées.

Mots clé : Moisissures, Huiles essentielles, Algérie, figue séche, Ochratoxines A, Aflatoxines, Activité
antifongique, CMI.

Abstract: the main of this study is to evaluate the effect of inhibitive essential oils on the growth of the
type Aspergillus producers of ochratoxin A and aflatoxins isolated from Algerian dried figs. The fungal
isolation and the morphological isolation have revealed the presence of two fungal types (Aspergillus, and
Mucor) with the dominance of Aspergillus section Nigrii in most of sampled studied dried figs.15 stumps of
black Aspergilli and 8 stumps Aspergillus section Flavii have been isolated and studied for their capacity of
producing ochratoxin A and aflatoxins. Six essential oils to be known: Lavandula officinalis, Syzygium
aromaticum, Mentha x piperita, Citrus limunum, Pelargonium asperum, Eucalyptus globulus and two
vegetable oils: Nigella sativa, Trigonella foenum-graecum. And were tested for their antifungal activity
Aspergillus Nigrii section, A.niger, A. flavus, A.ochraceus, A.parasiticus and Mucor. The main objective is
to master the contamination of dried figs with mycoflore alteration and their toxinogene power and of
course to insure a best nutritional and hygienic quality during the commercialization of these dried fruits the
raw extract of this oils has presented a very significant antifungal activity of the selected fungal stumps
with the reference to > 20 mm diameters. The inhibitory minimal concentration of 1/32 permitted to
confirm the efficiency of the potential antifungal tested oils.

Key words: Mold, Essential oils, Algeria, dried figs, Ochratoxin A, Aflatoxins, antifungal, CMI
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