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Résumé

Contribution a I'étude de Il'activité antifongique et antimycotoxinogéne des extraits
méthanolique et aqueux des graines d€itrullus colocynthissur la croissance de quelque

moisissure d’altération de blé tendre stocké.

Les extraits de plantes et leurs constituants ont une longue éistomme agents
antifongique. Cependant, leur utilisation comme préservateurs de riéeta été rarement
rapportée. Ce travail porte sur I'étuttevitro de l'activité antifongique et antimycotoxinogene
des extraits méthanolique et aqueux des grain€stddlus colocynthigL.) Schard, une plante
aromatique et médicinale de la flore du Sahara algérienne, visdewjuelques champignons

pathogénes de contamination de blé tendre stocké.

L’étude de la qualité du blé tendre local et importé a montré giaexede contamination
de la variété importée est tres élevé. Le gAspergillusreprésenté par des especes différentes a
été retrouvé dans les deux variétés analysées avec une fégtiene abondance allant de 41 a
plus de 86% de la flore totale identifiee sur milieu CDA et PD&s genredenicillium et
Alternaria sont peu fréquents. Enfin, Les gen@adosporiumUlocladiumet Fusariumsont les
moins abondants dans les deux variétés de blé tendre analysé. &amuisissures au moins

deux especes du gerkspergillussont potentiellement toxinogenes.

L’analyse phytochimique des extraits méthanolique et aqueux dasegrdeCitrullus
colocynthisa révélé la présence de quelques groupes chimiques (polyphénols stéenixles et
alcaloides) susceptibles d'exprimer les activités antifongiquesherchées. L’activité
antifongique des extraits est testée par la méthode de-diligtion en milieu solide afin de
calculer l'indice antifongique. Les résultats suggérent getrfit méthanoligue a empéché
totalement la croissance mycélienneA.dfumigatuset A. niger avec une CMF de 2.5%
(25mg/ml) etA. ochraceusivec une CMF de 0.5% (5 mg/ml) enregistrant un indice antifongique
de 100%. A la méme concentration 2.5% (25mg/ml) I'extrait aqueonkibé la croissance A:
ochraceus Les deux extraits possedent un bon pouvoir antimycotoxinogéne. La synthese
d’AFB1 et d'OTA produites paA. flavuset A. ochraceusest bloquée en présence des extraits
dans le milieu YES. Les résultats montrent que les extrathanolique et aqueux des graines
de Citrullus colocynthisutilisés a faible concentration pourraient avoir un potentiel important

pour le contréle biologique des champignons dans les denrées alimentaires.

Mots clés : Blé tendre,Citrullus colocynthis,extrait aqueux, extrait méthanolique, analyse
phytochimique, indice antifongique, pouvoir antimycotoxinogene.



Abstract

Contribution to study of the antifungal and antimycotoxigenic agtivity of methanol
and aqueous extract of seeds @itrullus colocynthisagainst some fungi isolated from wheat

stored.

Plant extracts and their constituents have a long history as aatifagents. However,
their use to preserve wheat has rarely been reported. This svbaséd oim vitro study of the
antifungal and antimycotoxinogénic activity of methanol and agueouacexiof the seeds of
Citrullus colocynthis(L.) Schard, an aromatic and medicinal plant of the flora of tgerfan

Sahara, against some pathogenic fungi contaminated the stored wheat.

The study of the quality of local and imported wheat has shown Heatrdte of
contamination of the imported variety is very high. The geAspergillus represented by
different species was found in two varieties which had beelyzathwith a frequency and an
abundance ranging from 41 to more than 86% of the total flora in QAPDA. Whereas
Penicillium and Alternaria are uncommon. Finally, the gen@adosporium Fusarium and
Ulocladiumare less abundant in the wheat varieties analyzed. Amongrtiadde at least two

species of the genudsspergillusare potentially toxigenic.

The phytochemical analysis of methanol and aqueous extracts sedias ofCitrullus
colocynthisrevealed the presence of some chemical groups (total polyphemtsidstand
alkaloids) that can express the desired antifungal activitesaltulate the index antifungal, the
antifungal activity of extracts was tested by the method ofayddution in a solid medium. The
results suggest that the methanol extract has completely inhitmyeelial growth of A.
fumigatusandA. Nigerwith MFC = 2.5% (25mg/ml) and. ochraceusvith MFC = 0.5% (5 mg
/ ml), the index antifungal is 100%. At the same concentration of 2.5%g{adinthe aqueous
extract inhibited mycelial growth ofA. ochraceus Both extracts have good power
antimycotoxinogénic. The synthesis of AFB1 and OTA is blockdtiénpresence of extracts in
the mid YES. The results show that the methanol and aqueous eafrdatsseedsf Citrullus
colocynthisused at low concentrations can have great potential for biologinéiot of fungi in
food.

Key words: wheat,Citrullus colocynthisaqueous extract, methanol extract, phytochemical

analysis, index antifungal, antimycotoxinogénic power.

VI



(ry+

25#2 *3?@ @ @ @A)*+250BCDE*+2FAG2H/ ML) K282+ 2B)N/25BONB)*+290:/2, :+<:
22PQ?1)*+2>-"*+2R)S*+

I"H#$% &"(#S$ *+,-. /$,(012% ,(3"4 5,6 Z3#$6X @6A,B ,/$ ,/B,C>D<E F'B,G3$% 5,
U=V3-$% 5,G'G3 AERC,K($% E F'L,($% 5,H#11J($% POVQOB8CAQRISTRBB, < %A
E 5,678"""9%$% W04 XY UF67L%PZ$% [YFU-IBI686%(ELF6780$% 5,B,G3$% < |>

SI"#$% &()$% < FSEPO($% /<

7K._5,678""9%,4 :A>1J($% !"#$% &&§)$%r/b#BABGIG% E \H-($% !"#3%5-&YE% F'O>

FO>31< c¢,3"ded =KA§r8illus789%% |>C a_ F2%AX$% 57/b_ X)$ SVEIEALK()$%

EPenicillium5,678""9$RIA ECDA JAP$% h2E86% E41% !"4 ,< fE%71B FGJ34 XgE
Fusariumk Ulocladiumj Cladosporiun®,6789%% %7"i  E jF#"#k |1J84etixagta

]>""3%% 1< 1"93d 5,6789%% MmXR "%!E SAH#AH($% &()$% \O>C < =. \+ F#"#k Xg
Sn>(J#$ "Bo79<ABYegillus

WO04 :>""gE 57/"""b_ =V3-$% 5,GC ARG EF:A$% 5,H#11J(#E \BISB3%\L$%
XY F4>#8($% F8MCp,4 n>)B a_ |D(6 \IBP61q$66e-IVRSs/E 3B+ \$>G$% s F'L,"("D$S
>m(Co < (B TO3< F'S87MIP1% a_ T1Gt =V3-$% AEQ4 5,H#11J<6788$%2%A:
X" 3. ochraceud 89$U==uvEs) %2.5 P".71$% XBQerEA. fumigatusi6789%%
=V3-$% AEQ""'G$ \L,($% wWH#I1J=4692RIs2.5P".71$% ¢SOEX%0.5 P".71$%
AFB1 EOTA !I"("""""J$% I".7B ,03< a%A>.Q($% a pthiargesS 8" """ 9%% >(C
a_ T3"4 yL,YERWP$% h2E X flavus EA.ochraceu$6789%% c77? 1< 16079 ($%
|0#B a_ JB(6 F9"0Y P".%714 F#(01J($% E =V3$H KESAERGEI0 5,H#11I"(
SF"L%Qz$% :%>($% \+ {:>g>($% 5,67 89H$ %" >$= FCBAEGKS

J\B,G3%% \L,"("D$% ="#-1$% j\$>C, 1K"#IAFK =VB-$ow ! "#$9, S(0F%) *+250)"U*+
SA78+ :,:<

VII






Introduction.

Introduction

Les graines de céréales constituent, depuis toujours, la prinaégaleurce alimentaire de
I'Homme et de I'animal et possedent un pouvoir nutritionnel important. Rapisipart des cas,
la production des céréales est assurée par une seule récoltd’aené® alors que la
consommation est prolongée toute au long de l'année, d'ou la nécdssittockage.
Malheureusement, de nombreux agents de détériorations (vertébmstesnsmoisissures,
acariens,...) sont la cause de la perte d'une grande partigédeles de céréales. Les
moisissures et leurs métabolites secondaires entrainentcheelléé mondiale, des pertes de
céréales et leurs dérivées estimées de 5 a (REB@QHL-LESZKOWICZ, 1999) .

La sécrétion des métabolites secondaires hautement toxiquesespathdmpignons
mycotoxinogénes au cours de leur prolifération sur les céréalesegpckéstitue un danger réel
pour la sécurité sanitaire de 'Homme et de I'animal. En Aergéeten 1960, l'ingestion d’'une
farine importée du Brésil, contaminée psspergillus flavusa entrainé la mort brutale d'une
centaine de milliers de volailles. Cet événement dénommé @sttefit simplement « Turkey-
X- Disease » a donné le départ d'une série d'études ethdratees sur les substances actives
élaborées par les moisissures. D’ailleurs, dans la méme al®&@),(le nom d’aflatoxine est
attribué a cette nouvelle toxiEANTAQUI, 1977).

D'apresSTEYN (1998) les aflatoxines sont sécrétées par des souchsgeatyillus flavus,
Aspergillus parasiticuset Aspergillus nomiusalors que pour les ochratoxines, elles sont
élaborées paAspergillus ochraceusCes mycotoxines sont caractérisées par leur fluorescence
sous les rayons UV et par leur thermorésistdCHRTZMAN et al., 1987).

La toxicité chronique des aflatoxines et des ochratoxines suapeds I'ingestion répétée
de doses tres faibles de ces mycotoxines. Des résultaigo ont montré que l'aflatoxine B1
provoque trés fréquemment des mutations. Les aflatoxines et legoaaiea provoquent un
ensemble de pathologies animales surtout chez les animaux qui sesseotirdes céréales
contaminée$AGUILLAR et al., 1993).

La recherche de nouvelles stratégies de prévention contre éesiang et les maladies
d’origine fongique, comporte un intérét majeur, d’'une part pourdargé sanitaire des aliments

et la santé du consommateur et d’autre part, pour la protection de I'’économie du pays.




Introduction.

Malgré les études multiples sur l'utilisation de la coloquinte darmaine culinaire et
celui de la médecine traditionnelle, peu de travaux ont étésdéslir I'effet antifongique et

antimycotoxinogéne des graines de cette espéece.

L'utilisation des substances naturelles dans la lutte contrentgsissures des céréales
stockées est a l'origine du choix de notre theme qui consiste xanatgon de quelques
métabolites des graines @érullus colocynthiset la recherche de leurs effets antifongiques par
la méthode de micro-dilution en milieu solide sur des souchegigioes potentiellement
toxinogéne isolées et identifiees a partir du blé tendre locainporté stocké L'activité
antimycotoxinogene a été testée seulement sur les souches fengigdectrices d’aflatoxines
Bl et G1 et d’'ochratoxines A.

Pour se faire, une synthése bibliographique représentant la preaiteede notre étude a
été réalisée afin de regrouper les informations essentgiteke blé tendre et les éventuelles
moisissures toxiques pouvant se développer lors de son stockage etidmesw@Citrullus

colocynthiset ses activités biologiques.

Dans la seconde partie de notre étude, la méthodologie est repgsmntés techniques

utilisées pour la réalisation de ce travail suivie des principaux résultatsetiscussions.

L’étude est achevée par une conclusion générale et des perspectives.
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|. Blé tendre et facteurs d’altération

Les céréales sont un groupe de plantes cultivées appartenantgiertaent parlant, a la
famille des poacées dont les graines présentent par leur abontemrecemposition un intérét
majeur pour l'alimentation de I'Homme et des animaux. Lesigsaalimentaires appartiennent a
une dizaine d’especes végétales. Les plus employées sont: le biéjs et 'orgg(REED,
1992)

Le choix de conditions convenables d’entreposage des graines de c@eradant des
périodes prolongées revét une grande importance économique ; cekrtestlierement vrai
dans les régions sous-développées, ou il n’est pas rare de pesickee 30% de la récolte du fait
des rongeurs, des insectes et d’'autres facteurs de détérigRROVEFORS, 2004)

De mauvaises conditions d’entreposage peuvent provoquer divers phénomenes
indésirables. La germination, qui peut intervenir une fois termingeelmde de dormance,
entraine une protéolyse et une amylolyse défavorable en panificdta prolifération de
moisissures provoque non seulement une hydrolyse de glycolipidesphbsigholipides, mais
peut donner lieu aussi a la formation de mycotox{@¢$EFTEL et CHEFTEL, 1977).

I. 1. Classification du blé tendre

Les principales espéces de céréales cultivées appartienteraille des poacées (blé
tendre, blé dur, mais, riz, avoine, seigle, millet, sorgho) ou des polygmndgsarrasin)
(MOLINIE et al., 2005) D’apresDOUMANDJI et al (2003) le blé tendre appartient a la
classification illustré dans le tableau 01.

Tableau 01. Classification du blé tendre (DOUMANDJI etl., 2003).

Classification Blé tendre
Regne Plantae (Régne végétale)
Division Magnoliophyta (Angiospermes)
Classe Liliopsida (Monocotylédons)
S/Classe Commelinidae
Ordre Poale
Famille Poaceae (ex Graminées)
S/Famille Triticeae
Tribu Tritceae (Triticées)

S/Tribu Triticinae
Genre Triticum
Espéce Triticum aestivuni. ou Triticium vulgare
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. 2. Utilisation du blé tendre

Le blé est a l'origine méme de l'agriculture. Il restegspmtes millénaires, la premiére
plante cultivée au mond®URON, 1999) Il existe deux especes de blé : le blé tendrii¢um
vulgare et le blé durTriticum durun).

L’espéce la plus cultivée est Teiticum vulgarequi est celle de tous les blés dits tendres
(CHEFTEL et CHEFTEL, 1977). Il est essentiellement utilisé par I'industrie meuniere peur
fabrication de farines destinées a l'alimentation humaine f{patidn, biscuiterie, patisserie
...etc) et animale (son$PURON, 1999)

L’espéceTriticum durumou blé dur renferme une forte teneur en protéines (13%). Cette
espece est utilisée d’'une part par les semouleries et lesriesiae pates alimentaires et d’autre
part, pour en faire des aliments pour les anim@RON, 1999)

I. 3. Variétés de blé tendre cultivées en Algérie

Selon linstitut technique des grandes cultures, 3 a 4 variétés sumgtaine de variétés
de blé tendre sont cultivées en Alggi®OUMANDJI et al., 2003); il s'agit de :

Mahon Demias :C'est un blé introduit par les premiers colons francais en
Algeérie. Il est rustique et tardif. Doté d’'une paille hautdteceariété est a semer en

zones séches et sur les sols légers.

Anza : D’origine américaine (Californie), est la variété de bdédre
connu partout en Algérie. C’est une variété précoce (plus précodeidjuab), elle est
productive grace a son tallage épi éleve.

Florence Aurore : C'est une variété obtenue par le Pr. Schribaux. La
variété se caractérise surtout par la présence deatréies longues bien différenciées

au sommet de I'épi. Elle est de moins en moins cultivée en Algérie.

Hidhab : La variété précoce a paille moyenne et a épi long. Elle est
résistante a la verse et a la rouille brune. Hidhab présente desbmaraetéristiques
technologiques pour la panificatigpOUMANDJI et al., 2003)
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I. 4. Structure et composition du grain de blé tendre

[. 4.1. Structure du grain de blé tendre

Physiologiquement, le grain des poacées est un caryopse blanc ou roux, peséme de
35 a 45 mg (le grain est soudé aux parois de I'ovaire) jouant lal'tdiefruit renferment une

graine, (cotylédon qui représente 82 a 85% du g(@@®DON, 1991)

L’espéceTriticum vulgareest composée de trois parties essentielles (I'enveloppentlama

farineuse et le germe). Chacune de ces parties est forméseadrix tres complexes qui font

encore I'objet de nombreuses recher¢@¢4EFTEL et CHEFTEL, 1977).

Le germe qui donne la plantule, 'amande appelée endosperme ou albumendetis
stockage qui fournit au germe les réserves nécessaires powissarce et les enveloppes

protectrices sont composées par la paroi de la graine (tegta) & paroi du fruit (péricarpe)

(DOUMANDJI et al., 2003)

La structure des grains de diverses céréales est assblalsie. La figure 01 illustre les

différentes parties composant une graine de blé.

I. 4.2. Composition du grain de blé tendre

Selon ALAIS et LINDEN (1997) les graines ceéréalieres sont surtout amylacées.

tableau 02 résume la composition chimique d’un grain de blé tendre.

Tableau 02. Composition chimique d’un grain de blé tendre (GODON, 1991 ; CEFTEL et
CHEFTEL, 1977).

0 Glucides Matiére Matiére Matiere
Eau (%) p o

totaux (%)| protéique (%)| grasse (%)| minérale (%)
Blé entier 13 68 - 72 10 1,5 -2 1,7-21
Enveloppe 13 65 -68 17-19 4-5 6-7
Amande farineuse 13 74-76 9-12 0,7-1 0,4-3
Germe 13 37-43 22 - 32 15-18 4-5

En nutrition humaine,
puisqu'elles représentent la principale source de cal@@8RGEOIS et al., 1996). lls sont
une source d'énergie car l'amidon est le glucide le plus condwen(@HEFTEL et
CHEFTEL, 1977).

les céréales constituent la base de laniggraalimentaire

Le
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Figure 01. Coupe schématique d'un grain de blé (CHEFTEL et CHEFEL, 1977).

(1) : poils (stigmates).2) : téguments (écorce). Le caryopse est un fruit cartéaest le résulat de la fusion des téguments de la
graine et de la paroi de I'ovair®) : albumen.(4) : cotylédon unique(5) : épicotyle (capuchon recouvrant la gemmu(é).:

premiere feuille(7) : scutelum(8) : gemmule(9) : tigelle. (10) : radicule.(11) : coiffe. (12) : coléorhize (capuchon recouvrant
la radicule).
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Chacune des parties de graine fournit d'importants nutriments. L'enaesfmirnit des
glucides, le germe fournit des protéines, des acides gras ptlyt$AGPI) et des vitamines du
groupes BBOURGEOQIS etal., 1996)

Les graines, qui constituent I'organe de réserve des végétausgpaorites corps riches en
glucides (65 a 85%). La matiere azotée est la deuxiemepamtance et se retrouve surtout dans
le germe. Les graines de blé constituent une source importantetéi@gs comprise entre 8% et
14% et notamment un faible pourcentage d'acides aminés tels tysendg le tryptophane, la
valine et la méthionine. Les lipides des céréales ont un réle lsur le plan nutritionnel, mais
jouent un réle important sur les qualités de gluten. Quant aux fastitaminiques, les grains de
blé renferment une quantité importante de vitamines Bl, B2, B6wetdmine §CHEFTEL et
CHEFTEL, 1977).

I. 5. Stockage du blé tendre

La consommation quotidienne est assurée par une seule récolte, fpieldeex dans
'année d’'ou la nécessité du stockage. En outre, les grains stockéstissé¢s comme des
semences en attendant la saison suivV@RJVEFORS, 2004)

Plus 'humidité des grains est importante a la récolte, plisdnditions sont favorables au
développement des microorganismes. De bonnes pratiques de conservatioentcasisiter

son altération en contrdlant les principaux facteurs de détério(MOhINIE et al., 2005)

Autrement dit, le but des technologies de conservation est deveépar des moyens
appropriés l'intégrité des principales qualités des graines qieoeent pas étre améliorées
pendant le stockag€HAWLA, 1984).

Les premiers systemes de stockage étaient de grands paiigeidefaoseaux ou fioles
d'argiles qui sont enfoncées dans le sol, ainsi que des puitdrdgares de bois et des puits
garnis de pailléDRUVEFORS, 2004)

I. 5.1. Stockage traditionnel du blé en Algérie

Le paysan algérien, sur les hauts plateaux, conservait surtoutdeitpde ses champs
d’'orge et de blé, dans des enceintes creusées dans un sol argitstxce qu’on appelle « El
matmour » ou dans des sacs en toile de jute, entreposés dans dawersritagasins ou hangars.
La trop forte humidité et les eaux d'infiltration sont les incareéts majeurs de cette méthode
de stockage favorisant le développement des moisissures et les phéaame fermentations
bactérienneDOUMANDJI et al., 2003)
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I. 5.2. Stockage du blé en silos

De nos jours, les silos permettent de stocker les différents tpecéréales en méme
temps ; ils s’agit de multi-produitf®URON, 1999) Ce sont des enceintes cylindriques en béton
armé ou en métal inoxydable. L’emploi des silos réduit la rdaeuvre, augmente l'aire de

stockage et supprime l'utilisation des sacs oné(B@UMANDJI et al., 2003)
I. 5.3. Autres méthodes de stockage
a- Stockage en gerbes

C’est la méthode traditionnelle appliquée depuis le haut Moyeawag®ins dans presque
toute 'Europe non méditerranéenne. On peut entasser les gerplesneair (gerbiers, meules),
mais cette variante semble plutét récente (18éme siecld)usage le plus courant étant le
stockage en grange. En gerbes, le grain est a l'abri de I'écimauffeet du charancon
(MULTON, 1982).

b- Stockage en épis

Le stockage en épis est une technique tres répandue pour touteslsadesales dans le
monde. Il demande bien moins de volume que le stockage en gerbes, d’ou omicwlie en
batiments et par conséquence le contréle de I'ambiance du stockagigsdacile(MULTON,
1982)

c- Stockage des grains avec leurs balles

Bien qu'il soit assez peu fréquent, ce mode de stockage n’est pas sansliis@Endtle que
la présence des balles ralentisse la propagation des msmcteelle de I'échauffement par
rapport a ce qui se passe dans le grain en vrac, sans exigasugeda volume supplémentaire.
Le mélange grains-balles est parfois stocké en greniemneol@ grain en vrac. Plus souvent,
semble-t-il, il est stocké dans un contenant clos, quoiqu’a parois noohéta au gaz
(MULTON, 1982).

I. 6. Traitements obligatoires pour une bonne conservation

Les bonnes pratiques de conservation des céeréales consistentenimbs plus longtemps
possible la qualité du produit en agissant sur les divers factalbération. Le nettoyage des
grains de blé tendre et des locaux est tant une excellenterempeventive qui évite la
contaminatioCOTTY et BHATNAGAR, 1994).
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Deux types de traitement sont connus :

Ceux appliqués directement sur les aliments ;
Ceux qui visent a limiter les sources de contamingBMURGEOIS et
al., 1996)

I. 6.1. Triage et nettoyage des grains

Le séchage et la désinfection des grains avant le stockagengd@piensables pour une
bonne conservation. Il s’agit de pré-nettoyer les grains lora déde en stockage. Le principe
d'aspiration d'air au travers du flux de grains est utilisé pomir@r les poussieres et les
impuretés légeres. Les grains sont ensuite tries et neteyéhoisissant judicieusement la
dimension des grille@MULTON, 1982).

Il est également souhaitable d'éliminer les grains blessé saé.cha décontamination
microbiologique de la surface des grains, y compris celleaesloppes enfouies au sein du silo
est un autre objectif parfois recherché (un nettoyage standaretpgemeéduire jusqu’a 60% de
la flore microbienne du grain), de plus, il faut éviter de blestede casser les grains
(CHEFTEL et CHEFTEL, 1977).

Pour la désinfection, il est conseillé sel&hULTON (1982) d'utiliser les acides
organiques tels que l'acide propionique et l'acide formique, qui permdtieniber (a titre
préventif) pendant des durées importantes, les moisissures, sams @sgue pour le

consommateur.
I. 6.2. Nettoyage des locaux

Le nettoyage des parois des locaux de stockage est une erceiEsire préventive qui
évite la contamination des lots sains. C'est ainsi que les p@oslos, les appareils de transport
devraient étre régulierement nettoyés, en éliminant les poessérles déchets végétaux et
eventuellement désinfectés en pulvérisant les pesticides teEgjfitemigénes qui permettent une
lutte biologique et un assainissement immédiat des lots de stqdkdfyd ON, 1982).

|. 7. Facteurs d'altération du blé tendre
[. 7.1. Altérations enzymatiques

Les altérations enzymatiques dues aux enzymes propres auxsgranasifestent de facon
variée. Ce sont d’abord des hydrolases, agissant sur les psoti@sdipides et les glucides

donnant des produits qui peuvent se dégrader ensuite par autrgdNdigsON, 1982).
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C'est ainsi que les lipases liberent des acides gras qui esmulite oxydés par la
lipoxygénase. Les amylases hydrolysent I'amidon en sucresefiégstibles. Il ne faut pas
négliger cette altération enzymatique car certains produits peé@ne toxiques tel que les
produits de la fermentatiqd FNOR, 1986)

Les réactions de Maillard donnent aussi un grand nombre de composB®diimes
(dont l'activité physiologique a été reconnue) aboutissant danstéele sltime a la formation
de composeés brunatres avec une destruction des vitamines Bl, Eabtéaoide$AFNOR,
1986)

[. 7.2. Altération d’origine mécanique ou physique

Les altérations d'origine mécanique sont dues a des chocs entrdemrtassures et
favorisant les autres causes d’altération. L'utilisation destiads telles que les rayons gamma
et les rayons ultra-violet (UV) peuvent provoquer des altératiad®chimiques tels que la
pyrolyse, redistribution de I'eau dans le grain et I'adhésion deid@n et des constituants
protéique§AFNOR, 1986)

[. 7.3. Altération d’origine biologique

Un lot de grains entreposé comporte inévitablement au moins detés amtantes : les
grains eux-mémes et les micro-organismes. De fagon non ohilggatais cependant fréquente,
on y trouve également associés des insectes, des acariengjevpietits vertébrés (rongeurs,
oiseauxMULTON, 1982).

La microflore des grains est banale, a tendance xérophitsiopolite. Les bactéries, les
levures et les myceétes filamenteux constituent un envahisseuneirgéou contaminant externe
qui font I'objet d’altération biologiquMAGAN et al., 2003) Les virus paraissent négligeables,
et les lichens sont parmi les rares organismes vivantblegpde supporter sans dommage une
grande siccité : leurs teneurs en eau se situent entré08®tcontre 75 a 97% pour le reste du
monde vivan{MULTON, 1982).

a- Les macro organismes

Divers petits vertébrés rongeurs (souris, rats et oiseaux) peuventaux dépends des
stocks de grains mal protégés, dont ils peuvent consommer des quaotitidérables
(MULTON, 1982). De plus ils peuvent jouer le réle d'un vecteur de germes patesgen
provoquant desontaminations et des Iésions physiques dans les tissus végétdaxogisent
donc la pénétration des spof@®UANY et YIANNIKOURIS, 2002).
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La présence de la plupart des arthropodes, et singulierementieliacast révélatrice de
mauvaises conditions de conservation. Les acariens vivant sur les graisis, récuperent et
transportent les spores de champignons sur leur corps, mais @gatizms leur tube digestif et
leurs féces. Beaucoup d’acariens consomment les moisissuresarréféilleurs les especes les
plus abondante@OLINIE et al., 2005)

Les insectes, endommagent I'enveloppe des grains, ce qui favonsmé#ration des
moisissures a l'intérieur de la graine. Quelques insecteséndisent des especes
mycotoxigéniques. La ou les insectes et les rongeurs sont conedl@ésoisissures sont souvent
la cause unique de la détériorat{dAGAN et al., 2003)

b- Les microorganismes

Les grains fraichement récoltés constituent une niche écologiqueplpsieurs types de
bactéries (Tableau 03). La population bactérienne est essentielleronstituée par des
eubactéries qui renferment une trés forte proportion d’entérobactéstasnment de coliformes
qui sont toujours abondantes sur les cérgal@$HLOW et HAGLER, 2001) .

Tableau 03. Principaux genres bactériens rencontrés sur lerain du blé tendre
(BOURGEOIS etal., 1996).

Familles Genres et especes Pourcentage des grains contamings
Bacillaceae B.cere_uls 18
B.subtilis 36
Acrobacter sp 54
Entérobactériaceae | Escherichia coli 9
Paracolobacterium s 90
Leuconostoc sp 9
Lactobactériaceae Lactobacillus sp présence
Streptococcus sp présence
Micrococcaceae M.candldu§ 48
M.caseolyticus 48
Pseudomonadaceag Pseudomonas sp 73

Comme pour les bactéries, les populations de levures dépendent fortEemeanditions
climatigues au moment de la récolte. Les genres rencontrés Saticharomyces, Candida,
Hansenula..etc. Ces genres ne donnent généralement lieu qu'a de faibles niveaux de
contaminations, ne dépassant que rarement quelques centaines dem@rgramme de grain.

Au contraire, des quantités élevées de levures sont souvent leddigree humidité élevée
(BOURGEOIS etal., 1996)

10
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Des trés grands nombres de moisissures sont capables de eétégordenrées
alimentaires. Ces moisissures sont le plus souvent des sapropagtes<. La mycoflore est
estimée entre 200 000 et 300 000 esp&REOHL-LESZKOWICZ, 1999) . Les plus répandues
sont lesPenicilliumset lesAspergillusqui sont aérobies strictes (omniprésentes dans la nature),
hétérotrophes, peu exigeantes et possédant un potentiel élevé derséterizymes exo-
cellulaires. Ces types de moisissures sont capables develpgéer sur toutes sortes de

nourriture : céréales, viande, lait, fruits, légumes, ..(FICTENBORG et al., 1996)
b1- Moisissures des céréales

Plus de 150 espéces de moisissures filamenteuses ont été trouvées sunslee gexieales
comme contaminants extérieurees graines sont naturellement en contact avec des spores
fongiques avant, pendant et aprés la récolte, durant le transpersteckage. La croissance
fongique est régie par de nombreux parameétres physico-chimiquasymeit la quantité d'eau
libre (Aw), la température, la présence d’'oxygéne, la nature du suéestepH(JOUANY et
YIANNIKOURIS, 2002).

Les moisissures se développant aux champs nécessitent une fortbtérypour leur
croissance (20 a 25%), alors que les moisissures de stockage airiesale croitre sur des
substrats contenant de 10 a 18 % d’humi@M@®LINIE et al., 2005)

Les mycetes colonisant le grain ont été classifiés dans trois grocopesis sous le nom de
moisissures de champ, de stockage et la flore intermé@iédt&AN et LACEY, 1988).

- Myceétes de champ

Les céréales sont contaminées par des especes rassemblant leane®piss implantent
sur le grain avant la récolte. La plupart de ces especes apgdrtnotamment aux genres
Alternaria, Chaetomium Cladosporium Epicoccum Fusarium  Helminthosporium
Trichoderma ...etc. Beaucoup de ces champignons sont fortement cellulotiques, provoquant
certaines maladies telle que la fusariose provoquée pasium(AKINSANMI et al., 2004)

I - Myceétes de stockage

Les facteurs environnementaux peuvent exercer une pression sélafitiemcant la
structure de la communauté et la dominance de quelques espécesxiggoaueMAGAN
etal., 2003)
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Au cours du stockage en silo, se développe une flore composée de cltmrmpigpins
cellulotiques et plus osmophiles, éliminant peu a peu les champignomsutp et provoquant
une acidification du substrat ; ce sont essentiellemerAsiggillus(A. candidus A. ochraceus
A. versicolol), desEurotiums(E. amstelodamiE. chevalieri E. repen$ et desPenicilliums(P.
cyclopium P. glabrum P. spinulosumP. stoloniferun) ainsi queAbsidia Mucor et Rhizopus
L’évolution de cette charge fongique s’est révélée proportionnelieténkur en eau et donc a
I'activité de I'eau (I'Ay) (LARPENT, 1990).

"- Flore intermédiaire

Une troisieme catégorie de moisissures constitue la floeemédiaire et regroupe des
germes capables d'un développement limité, mais qui peuvent prédolaigement en
conditions particulieres, tels qu€jadosporium Trichodermaet surtout les mucorales comme
Rhiropus Absidia Mucor, accompagnée avec des levures du gé&ardida et Torulopsis
(GODON et LOISEL, 1997)

|. 8. Effets néfastes des altérations

Les grains de céréale forment un excellent milieu de cybmwe les moisissures. Pendant
le stockage, les céréales subissent généralement une peualite, assurée par une infection
des mycetes, des insectes et des acariens. Cette détmiesitcaractérisée par une diminution
de la germination, une décoloration, des changements chimiques efommeig, un
durcissement et de mauvais golts qui ont comme conséquencet ldurgjeduit(MILLS,
1990)

L’activité fongique mene également aux pertes de matieree sgicde la valeur nutritive
ainsi qu'a des problemes de santé dus a la formation des mycoteixdesspores allergéniques
(OLSSON, 2000) et aussi aux modifications des propriétés rhéologiques du ((M@nINIE
etal., 2005)

Certaines espéces fongiques sont responsables de mycoseéaetidag allergiques chez
'Homme et I'animal. Les effets les mieux connus sont ceux prowoqe Aspergillus
fumigatusresponsable d’aspergillose pulmonaire et de mammites chazresux (BAUER et
GARIES, 1987)
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[I. Mycotoxines et écotoxigénese
[I. 1. Mycotoxines

Des le moyen age, les chroniques décrivent les effets mdeelergot du seigle dont
l'agent causalClaviceps purpureaest responsable de I'élaboration d'une toxine mortelle :
I'ergotamine. Ensuite des études permettaient d'isoler ducor@Eminé paPenicillium, I'acide
pénicillique premiere mycotoxine identifi@FOHL-LESZKOWICZ, 1999) .

En Angleterre en 1960, lingestion d'une farine d'arachide importée dsil Bre
contaminée paspergillus flavusa entrainé la mort brutale d'une centaine de milliers de
dindonneaux apres I'apparition des premiers symptoémes. Cet événemanima® autrefois tout
simplement «Turkey-X-Disease »a donné le départ d'une série d'études et de recherches
physicochimiques et toxicologiques sur les substances actives éklmage les moisissures.
Ainsi, en 1960, le nom d’aflatoxine est attribué a cette nouvelleereatxique(MILLER et
TRENHOLM, 1994).

L'enquéte réalisée a I'échelle mondiale montre que 40 % dedesésént contaminées par
des mycotoxinefJOUANY et YIANNIKOURIS, 2002).

Les céréales peuvent étre contaminées a plusieurs momergkeiechamp ou lors du
stockage)(PFOHL-LESZKOWICZ, 1999). Ces toxines sont des métabolites secondaires
élaborées par diverses moisissures (a faible poids moléculaire P00 Da). Elles sont tres
stables dans les milieux acides et aux températures élepéaessolubles dans l'eau et
difficilement métabolisées par les organismes vivéhBEBANJO et BANKOLE, 2003).

La présence de moisissures ne signifie pas nécessairenfeninétion de mycotoxines
(PFOHL-LESZKOWICZ, 1999). Il existe des souches produisant des mycotoxines et des
souches qui n’en produisent pas ou peu. La plus dangereuse de ces mycosoXiast@xine
B1l (AFB1) a cause de ces dégats pathologiques séveéres, @iedrste parAspergillus flavus
et Aspergillus parasiticufgGODON et LOISEL, 1997)

Les mycotoxines possedent des effets aigus a court termejaides effets a long terme
(MOLL et MOLL, 1995) . Elles peuvent étre ingéres, inhalés ou absorbés par la peaméuma
On vy trouvera globalement des activités hémorragiques, immunotoxigquastoto&iques,
néphrotoxiques, neurotoxiques, oestrogéniques, tératogene ainsi que tlesnafémenes et
cancérogene@ADEBANJO et BANKOLE, 2003).
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Les mycotoxines sont produites par 5 genres de champignasyzergillus, Penicillium,
Fusarium Claviceps et AlternariaPlusieurs sortes de mycotoxines peuvent se retrouver dans les
denrées alimentaire§MILLER et TRENHOLM, 1994) . Le tableau 04 représente les

moisissures et les mycotoxines retrouvées dans divers aliments.

Tableau 04. Moisissures et mycotoxines retrouvées dans certaiabments (MOLINIE et
al., 2005).

Denrées alimentaires Especes toxiques Mycotoxines probablgs

Blé, Farine, pain, mais,
chips.

Aspergillus flavus, A ochraceus] Aflatoxines, Ochratoxine,
Penicillium, Fusarium. Fumonisine.

Viande, viande cuite,
fromage.

Aspergillus flavus,
Penicillium roqueforti.

Aflatoxines,
Acide pénicillique.

Pomme et produits

Penicillium expansum.

Patuline.

dérivés de pomme.

[I. 1.1. Aflatoxines
a- Définition et structure chimique

En 1965, I'aflatoxine était la premiére mycotoxine isolée edatarisée. Elle présente le
profil toxicologique le plus sérieux et le plus céleli?ar la suite, des dérivées secondaires de
'’AFB1 ont été identifiés tels que AFB2, AFG1, AFG2 et AFNAFOHL-LESZKOWICZ,

1999) Leurs structures sont représentées dans la figure 02.
b- Propriétés physico-chimiques des Aflatoxines

Les mycotoxines sont peu soluble dans l'eau mais trés solubles emnsolivants
organiquesLes aflatoxines sont dégradées par 'ammoniaque et I'hypo&hldeitsodium en
formant des composés toxiquEXOLE et COX, 1981) Le Poids moléculaire (PM), facteur de
rétention (RF) calculé sur gel de silice 60 (0.25 mm), points derfueti spectre d’absorbtion

sous Ultra-Violet des aflatoxines sont résumés dans le tableau 05.
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Figure 02. Structure chimique des aflatoxines (PFOHL-LESZKOWICZ 1999)
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Tableau 05. Propriétés physicochimiques des aflatoxines (PFOHL-LESDWICZ, 1999).

: Spectre
Aflatoxines
PM RF Point de fusion °C
nm
Propriété type Amax(nNm)
- Cristaux 268-269 (décomposition) 223 25600
fluorescents. B1 | 312 | 0.56 (cristallisation dans le 265 13 400
c | q chloroforme). 362 21800
- Ces couleurs dsg
fluorescence son 287-289 (décompOSItlon) 222 17000
a l'origine du B2 | 314 | 0.53] (cristallisation dans un mélangg 265 11700
nom des de chloroforme et de pentane). 363 23400
mycotoxines. 243 11 500
244-246 (décomposition) 257 9 900
G1 | 328 | 0.48]| (cristallisation dans un mélangg 264 10 000
de chloroforme et de méthanol) 362 16 100
237-239 (décomposition) 214 28 100
G2 | 330 | 0.46]| (cristallisation dans une solutior 265 11 600
d’acétate d’éthyle). 363 21 000
299 (décomposition) 226 23 100
M1 | 328 | 0.40] (cristallisation dans une solutior 265 11600
de méthanol). 357 19 000

c- Profil toxicologique des aflatoxines

L'AFB1 est la plus toxique, suivie par ordre décroissant de téxpet 'AFM1, 'AFG1,
I'AFB2 et 'AFG2(BILGRAMI et SINHA, 1992) . L'aflatoxine provoque des toxicités aigués au

niveau de cellules divulguées comme suit :
cl- Hépatotoxicité

SelonNEWBERNE etBUTLER (1969), la toxicité chez le rat dépend de I'age et du sexe.
Les jeunes rats et les males sont plus sensibles que leleferh’ AFB1 provoque une nécrose
hépatique au niveau centrilobulaire. Le foie devient enflé, péle, friable ethagae.

c2- Génotoxicité et Mutagenicité

L’adduction des aflatoxines au niveau cellulaire se fait, SORRN d’origine animale ou
humaine, soit a des oligonucléotides. Le site privilégié d’adduesota guaningKUMAGAI
et al., 1995) D’autres études effectuées sur le rat ont montré égalementafjatoxine se lie a
I'albumine plasmatiquéWVILD et al., 1986)
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¢3- Immunotoxicité

Les études ont démontré que des doses relativement importantigadanaf (0,3 - 6 mg /
kg de poids corporel), provoquent une dépression de la réponse immuhitgh®l supprime
I'activité du complément C4 et diminue la production des interleukitiespt®voque aussi une
hypoplasie du thymu@IER et al., 1980) Une exposition a de faibles doses chroniques d'AFB1
augmente la sensibilité de l'individu aux infectiGgh&KAB et al., 1994)

c4- Tératogénicité

Les aflatoxines sont tératogénes a une dose de 4mg/kg de poids cobhoesit la
gestation, elle conduit a une forte proportion de malformations, voiresaadatements.
(ARORA et al., 1981)

c5- Effets antibactériens

L’AFB1 est considérée par plusieurs auteurs comme un antibiotiquees/propriétés
d’inhibition de la croissance bactérienne. L’AFB1 bloque la multipboacellulaire chez les
especes sensibles a des concentrations létales. Alors qu'@riEsntcations sublétales, elle
produit des aberrations morphologiques et physiologiGlAsSAB et al., 1994) Les aflatoxines
inhibent la croissance des bactéries par inhibition de la synbhésiecage de la réplication de
I’ADN et par blocage de la synthese protéige-GRAMI et SINHA, 1992) .

[I. 1.2. Ochratoxines
a- Définition et structure chimique

L’'ochratoxine A (OTA) est découverte pour la premiére fois ohgzergillus ochraceus
(VAN DER MERVE et al., 1965) Elle est produite par deux genres fongiquaspergillus(A.
ochraceus, A. cabonarius, A. nigetc.) etPenicillium (P. verrucosum, P. nordicunetc.). Il
existe d’autres ochratoxines comme I'OTB qui est le dérivé naré&lle 'OTA et 'OTC qui
est son ester éthylique. L'OTA est la plus répandue. Ell@destoxique que 'OTB, mais moins

virulente que 'OTQCOLE et al., 2003) Leurs structures sont représentées dans la figure 03.

L'OTA est partiellement dégradée dans des conditions norrdalesiisso(MULLER,
1982) Elle est complétement dégradée par un traitement a I'hypdehidei sodium (4%)
(CASTEGNARO etal., 1991)
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Figure 03. Structure chimique des ochratoxines (COLE «tl., 2003




b- Propriétés physico-chimiques de I'ochratoxine A

L'OTA est un acide organique faible a une masse molaire de 408i8de structure
cristalline variant de I'incolore au blanc. Elle posséde une iatBunsrescence en lumiere UV,
de couleur verte en milieu acide et bleue en milieu al¢8lihLER et TRENHOLM, 1994) .

L'OTA est soluble dans les solvants organiques polaires (alcoétenes, benzéne,
chloroforme) mais faiblement soluble dans I'eau et insoluble datisef’ de pétrole et les
hydrocarbures saturés. Cette molécule possede un point de fusitwe plw®0°C. Ce point

s’éléve a 169°C lorsqu’elle est cristallisée dans le xy(&RC, 1993).

L’ochratoxine possede une stabilité élevée, elle est résistatigeidité et aux hautes
températures. Ainsi, une fois contaminées, les denrées alimsrpaueent difficilement étre
débarrassées de cette molécule. 'OTA peut résister pendante? ldeun autoclavage de 121°C
(TRIVEDI et al., 1992) méme a 250°C, sa destruction n'est pas compBPrJDRA et al.,
1995)

c- Profil toxicologique de 'ochratoxine A
cl- Néphrotoxicité

La néphropathie est l'effet toxique majeur de l'ochratoxine AtteCenolécule est
potentiellement néphrotoxique chez tous les mammiferes non rumi(RIBELIN et al.,
1978) Des études épidémiologiques effectuées au Danemark, ont montré que I'OTA jowe un rol

majeur dans I'étiologie de la néphropathie por¢HleLING et al., 1985)
c2- Génotoxicité

L’OTA a longtemps été considérée comme génotoxique. Les teststdgémicité donnant
des résultats positifs. D’autres travaux publiés confirment qoéité cytotoxique de I'OTA
conduirait a des lésions de TAD(RIENNING et al., 1991)

c3- Immunotoxicité

L'OTA présente, dans certaines conditions, un effet immunosuppressssamuiCet effet
est observé a faible ou a forte dose. Des nécroses des tisgplwigies ont été rapportées,
indiquant la grande sensibilité de ces tissus a 'OTA, maisi auge atteinte de I'immunité

humorale et cellulaire a été mise en évidd@REPPY etal., 1991)
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c4- Tératogénicité

L’administration d’'OTA chez l'animal est tératogene. Elle peatverser le placenta et
provoque des anomalies morphologiques diverses chez les embryons de rat, souris, p@tc et poul
(PFOHL-LESZKOWICZ, 1999) . Toutefois, la gravité des malformations dépend de la voie

d’administration et de la période gestative.
c5- Neurotoxicité

Chez le rat, I'administration d’'OTA (pendant la période de gesiatinduit des
malformations du systéme nerveux central. De méme, les chescbit rapporté que I'OTA
peut étre considérée comme cause possible de certaines Iésgrtpua des dégats au niveau
cérébral. Cette substance s’avére donc hautement toxique poelldssmerveuses et aptes a
atteindre le tissu neural (cerveau, rétifRFOHL-LESZKOWICZ, 1999).

c6- Cancérogenese

Plusieurs études ont porté sur le développement de cancers expatirn chez des
animaux nourris pendant quelques semaines avec des doses d'OabBlegaril s’agit de
tumeurs hépatiques mais surtout ren@idFF et al., 1992 ; ESKOLA, 2002)

[I. 2. Ecotoxigénése

Les mycotoxines peuvent étre produites a tous les stades dénla almmentaire depuis le
champ jusqu’au produit fini. La mycotoxine peut aussi étre préseors gue l'agent
responsable a disparu, soit du fait de I'évolution de la mycofloieda fait des traitements
technologiques. La sécrétion par les moisissures de métabaoliiegies dans les aliments
dépend de plusieurs facteurs qui peuvent étre intrinseques (nature soectze) ou bien
extrinseques (conditions de I'environnemdrffOHL-LESZKOWICZ, 1999) .

[l. 2.1. Biosynthese des mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires synthétipées las stades de
multiplication et de croissance. D'ap&FEYN (1998) les aflatoxines sont formées a partir des
polycétoacides (Figure 04). Selon un processus complexe, l'ergetasti formée a partir des
peptides et des acides aminés. L'ochratoxine A est bio-syéthétigartir de la phénylalanine et
le dihydroisocoumarin EYRAL et VIERLING, 2001) .
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Figure 04. Voies de biosynthése des mycotoxines (LEYRAL et VIERLING, 2001).
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II. 2.2. Facteurs de biosyntheses
a- Facteurs physiques (facteurs extrinseques)

Les principaux facteurs physiques constituent I'ensemble des ooditi
environnementales telles que ; la température, la disponibilité enl'edestation par les
insectes et l'attaque des ronge(MBRETE et al., 2004)

al- Température

La température joue un réle prépondérant sur la croissanca ehysiologie des
moisissures et en outre sur la compétition entre les espexgaupart des champignons sont
mésophiles avec des optima de croissance variant de 25 °C a 8bfCd'&utres, ils sont
psychrophiles ou psychrotoléran{@DTTON et al., 1990)

La température permettant une toxigénése optimale est erragérasine de la
température optimale de croissan(@FOHL-LESZKOWICZ, 1999). Par ailleurs, les
mycotoxines peuvent étre €laborées a des températures géerétaiei@rieures a celle de la
croissanc§SAMSON et al., 2004) En ce qui concerne lesspergillusde la sectiorNigri, de
facon générale, la production d’OTA se fait dans un tres largavaille de température
(ESTEBEN etal., 2004)

a2- Activité de I'eau (An)

Quelle que soit la nature de I'aliment, aucun micro-organismpeng se développer a une
A, inférieure a 0.65. Il s’agit d'un parameétre dont linfluence est rdétante sur le
développement des moisissures ainsi que sur la production de mycqRirid et al., 2004)

Le tableau 06 résume lypoptimale pour la croissance de certaines especes de champignons.

Tableau 06. Activité de I'eau optimale pour la croissance de daines espéeces é&spergillus
spet Penicillium sp(BELLI et al., 2004).

Especes fongiques m(minimale) | Ay (maximale)

Aspergillus niger 0.90 0.98
Aspergillus ochraceus 0.83 0.87
Aspergillus parasiticus 0.82 0.98

Penicillium flavus 0.84 0.99
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a3- pH

Le pH du milieu est un facteur important pour la croissance ni@sissures et la
production des mycotoxines. La plupart des moisissures croissent dgis desles et peuvent
tolérer des valeurs de pH trés bags€sBARS et LE BARS, 1987)

a4- Endommagement des graines

Les grains casseés, fissurés ou altérés par les insedéssagtariens constituent des foyers
favorables pour le développement des moisissures qui, aprés leur esmahissiberent les
toxines(LE BARS et LE BARS, 1987)

b- Facteurs chimiques (facteurs extrinseques)
b1- Composition gazeuse

La plupart des moisissures sont aérobies. La réduction de leopresstielle en oxygene
et surtout I'accroissement de la teneur en, @Qn effet dépresseur important sur la toxigénese
(DERACHE, 1986). Toutefois, aprés conservation dans une atmosphére confinée, la a&emise
I'air libre ou la ventilation provoque rapidement une intense toxigé(i€seBARS et LE
BARS, 1987)

b2- Traitements agricoles

La production des mycotoxines dans le champ peut étre influencée par le laboatida rot
de récolte, les fongicides utilisés, la variété de la plantesetiifférences géographiqud&E
BARS et LE BARS, 1987)

b3- Nature du substrat

La toxigénése dépend beaucoup plus étroitement de la denrée slielumoisissures
se développent. Sur une denrée alimentaire, on trouve souvent une espece e@ndant ses
toxines. Cependant, en général, la biogénese des aflatoxinesI'&Téde est favorisée tout
d’abord par la présence des glucides dans le substrat, puipides kt enfin la présence des
protides(LUND et FRISVARD, 2003).

c- Facteurs biologiques (facteurs intrinseques)

Les facteurs biologiques peuvent étre liés a I'espece fongidaespécificité de la souche
et a l'instabilité des propriétés toxiques. Une méme toxine @eatélaborée par différentes
espéeces quelque fois appartenant a différents genres et une sp&oe geut produire plusieurs

mycotoxines.
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De plus, la présence de plusieurs especes fongiques sur ladeérée a généralement un
effet dépressif sur la production de toxine. Cela s’explique d’'unegaarla compétition pour le
substrat et d’autre part, par le fait que certaines souches peuvent dégradee [REODBARS et
LE BARS, 1987)

II. 3. Métabolisme des aflatoxines dans I'organisme

Une fois dans l'organisme, 'AFB1 subit plusieurs réactions d’émon a plusieurs
niveaux. Ainsi dans la cellule hépatique, I'aflatoxine est métamlisr un arsenal enzymatique
qui facilite son élimination par augmentation de ses propriég®pliles(FREMY, 1982). La
figure 05 illustre les différentes réactions de biotransformatden$AFB1 dans I'organisme

humain.

Il existe deux méthodes d’élimination de I'AFB1. Le processus ddixylation qui
constitue la voie principale et qui conduit a la formation du démdtoxylé de I'aflatoxine B1
qui est I'aflatoxine M1. Alors que par oxydoréduction, il y a foiorade I'aflatoxicol qui est
moins toxique et de pouvoir mutagene faible. D’autres aflatoxinegepe étre formées a partir
de AFBL1, il s’agit notamment des aflatoxines B2a, H1, P1 §0QQUET et al., 1982)
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Figure 05. Biotransformation de I'aflatoxine dans I'organisme humain (RICHARD, 1998).
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lll. Généralités sur les plantes médicinales

Les plantes médicinales étaient employées pendant des sieoiese remédes pour les
maladies humaines parce qu'elles contiennent des composants de valemmRnt, le
développement de la résistance microbienne aux antibiotiques dispoaiide que les effets
secondaires négatifs infligés par les drogues modernesi@ lesechercheurs a étudier l'activité
antimicrobienne des plantes médicindle&RNERO, 1991)

Les substances naturelles issues des vegétaux ont des imiéitgikes mis a profit dans
'industrie, en alimentation, en cosmétologie et en pharmacologiei R&s composés on
retrouve dans une grande mesure les meétabolites secondairesngusugout utilisés en
thérapeutique. La pharmacie utilise encore une forte proportion étbcaments d’origine
végeétale et la recherche est orientée vers la découverte delemuvelécules bioactives, ou des

matieres premieres pour la semi syntH@&EHORUN, 1997).
lll. 1. Facteurs de variabilité des substances bioactives dans les planteédicinales
[ll. 1.1. Influence du cycle végétatif

Des variations importantes peuvent se produire au cours du cycle \aagéatsl en ce qui
concerne le rendement et la composition chimique des substancesvéso@EARNERO,
1991)

lll. 1.2. Influence des facteurs extrinseques

Il s’agit de I'incidence des facteurs de I'environnement gels la température, I'lhumidité
relative, la durée totale d’insolation, le régime de vents ererngne influence directe et les
pratiques culturales ('apport d’engrais et le régime hydrigiBUNETON, 1999) Les
facteurs géographiques et édaphiques influencent aussi la compdsgisabstances bioactives
(GARNERO, 1991)

lll. 1.3. Influence de la récolte du matériel végétal

Le ramassage du matériel végétal pose trés souvent un probléroatdmination par
d’autres especes vegetales surtout s’il s’agit de plantesissamnce rapide ou de végétaux qui
poussent dans des lieux ou se trouvent de nombreuses autres espéeéss(B4&RNERO,
1991)
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lll. 1.4. Influence des transformations du matériel végétal

Le matériel végétal qui va subir I'extraction n’est pas toujo@igétimmeédiatement. Des
modifications physiques et biochimiques dues a I'action de l'airothil £t I'échauffement en
tas peuvent se produire et se révéler facheuses pour la qudlegtcét, surtout s'il s’agit de
fleurs(GARNERO, 1991)

lll. 1.5. Influence des hybridations

Les hybridations introduisent I'hétérogénéité dans un peuplemeritalédne race
chimique peut apparaitre par mutation. Ce cas a «été signaiél'exemple du Houblon
(Humulus lupulud.) » (GARNERO, 1991)

[ll. 1.6. Influence du procédé d’obtention

La labilité des constituants de la plante explique que la compositi produit obtenu par
les méthodes d’extractions, est différente de celle du mélaniggeiment présent dans les
organes secréteurs du végetal. Au cours de I'extraction, I'eaiditéaet la température peuvent
induire des réarrangements, des isomérisations, des racémisatiores oxydations.
(BRUNETON, 1999)

lll. 2. Présentation de la coloquinte

La coloquinte Citrullus colcoynthis L Schard, Linnaea 12 : 414 (1838)) vraie est une
plante herbacée vivace de la famille des Cucurbitacées. Elbellégée dans les pays tropicaux

comme plante médicinale pour la pulpe de ses fruits, qui est ameére et {&{HG¢CH, 2002).
lll. 2.1. Noms vernaculaires

Arabe : Handal, Hadag, Handhal ; Hantal, Hadgrber : Taberka, Tefersite, Tadjellet.
Francais : coloquinte, chicotin.Anglais : Colocynth, bitter apple, bitter gourdllemand :
Bitterzitrulle, Bitterapfel.Inde : Tumba ou Gartoombdtalien : coloquintida, popone amaro
coloquinte(SINCICH, 2002).
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Il. 2.2. Taxonomie

Régne Végétale

Sous regne Plantes vasculaires
Super division Spermaphytes
Division Angiospermes
Classe Dicotylédones

Sous classe Dialypétales

Ordre Violales

Famille Cucurbitacées

Genre Citrullus

Espéce Citrullus colocynthifZORO et al., 2003).

lll. 2.3. Description morphologique

La coloquinte est une plante rampante herbacée, annuelle ou vivacéigdsesont
angulaires, rugueuses, rampantes ou migrantes et rudes. Lesfeldl5 & 10 cm de longueur,
ont un limbe découpé en 5 a 7 lobes. Les fleurs jaune verdatre, monoigeessasépareés,
solitaires, apparaissent entre Mai et aolt a l'aisselldeddéies. La corolle de couleur jaune
comporte cing lobes. Les fruits sphériques de 7 & 10 cm de diamssemidant a une petite
pasteque, de couleur verte panachée de jaune clair, devient comptgsme a maturité. La
chair Iégére, spongieuse, de couleur jaune orangé. Une plante ffduB0 fruits. Les graines
de petite taille (6mm de longueur), ovoides et aplaties, lisssgudeur variant de l'orange au
brun noiratre et ont une saveur am@&KE, 1983) Les différentes parties de la plante sont

illustrées dans la figure 06.
lll. 2.4. Répartition géographique

La coloquinte, originaire des sols arides, est tres fréquente leanmggions tropicales
humides ou modérément séches, elle est peu présente dans leenpdeéesBRUNETON,
1996) Elle occupe une région tres vaste qui s’étend du Nord-Africain, du Sahygpse Eyabie
Saoudite jusqu’en Inde, ainsi que la région méditerranéenne (sudeyr¢dBATANOUNY et
al., 1999)
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Figure 06. Schéma des différentes parties d&trullus Colocynthis(ZORO et al., 2003).

(a: rameau, b : fruit, c : fleur male, d : vrille, e : feuille)
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lll. 2.5. Actions thérapeutiques

Pendant des périodes bibliques, les fruits de la coloquinte ontcétdllie et considérés
comme poison mortel. lls sont largement répandus dans la médedit®rtrelle, car ils
possedent diverses propriétés thérapeutiques : purgatives, anti-turabraenunostimulant
(ABDEL-HASSAN et al., 2000; BENDJEDDOU et al., 2003) anti-inflammatoire et
antioxydant (AL-GHAITHI et al.,, 2004; MARZOUK et al.,, 2010) antirhumatismal
(BOUKEF et SOUISSI, 1982) laxative et contre les trouble urogénitaux, la leucémiegiécta
fievre, l'ascite, les désordres biliaires et les hémorsider YAT et al., 1997) Elle est aussi
utilisée contre les maladies hépatig@&BHARDT, 2003). L’extrait éthanolique du fruit de la
coloquinte exerce un effet anti-microbien sBseudomonas aeruginosat Staphylococcus
epidermiset un effet antifongique sur plusieurs genres de champig@GnRUDEEBAN et al.,
2010)

L'huile extraite a partir des graines est employée poueltrdéts morsures de serpent et de
scorpion, pour favoriser la croissance des cheveux et pour noircindgsux grigROY et al.,
2007)

Plusieurs études ethno-pharmacologiques classent la coloquinteecétant une plante
traditionnelle utilisée pour traiter le diabefNOUHAM et al., 2006) Une enquéte
ethnobotanique effectuée pPRENMEHDI en 2000sur 80 plantes traditionnellement utilisées
pour traiter le diabéte dans la région de Tlemcen (Algérie)leréuie la coloquinte est la plante

la plus utilisée apres le fenugrec.
lll. 2.6. Composition chimique

Le screening phytochimique des différentes parties de la coloqtaciaes, tiges, graines

et feuilles) a permis de caractériser les familles de composégjebgrexistants dans la plante.

Les résultats d’examen phytochimique présentésBgNMEHDI en 2000 montrent la
présence des alcaloides dans toutes les parties de la coloquinté dans les graines et
I'épicarpe. Les stéroides et les tanins sont retrouvés dans testparties, et a des quantités
moindres les flavonoides et les saponines. Il a aussi mentionné gueulesrines, les
anthracénosides, les anthraquinones, les ergolines et les émodolttatarhent absents
(BENMEHDI, 2000).
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Les Graines de coloquinte contiennent 26,6% d’huile, 13,5% de protéine, 2,1% de cendr
52,9% de fibre brute, 4,9% d’azote libre et contiennent 322 mg/100 g deiypotas$9 mg/100
g de phosphore et 3,3 mg/100 g de (BAWAYA et al., 1986) Elles contiennent aussi la
phytosteroline, phytosterols, hydrocarbures, saponines, alcaloidescpbbsdes, glycosides et
des tanningDUKE, 1978).

a- Flavonoides

Le terme flavonoide rassemble une trés large gamme de composés appadisnant a la
famille des polyphénols. Leur fonction principale semble étrellaation des fleurs, des fruits
et parfois des feuilles (au-dela de la chlorophylle, desot@aoides et des bétaines)
(BRUNETON, 1999) Tous les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et
possedent le méme élément structural de base. Elles se diygsemalement en cing classes :

flavonols, flavones, anthocyanidines, flavonones et chal@€BERSON, 1998)

Les fruits de la coloquinte contiennent trois flavonoides : 3’-métha¢piientine, iso-
orientine et iso-vitexine. Les feuilles contiennent aussi troiavofioides: 8-Q»-
hydroxybenzoyl- iso-vitexine, 6-@-hydroxylvitexine et 8-Ga-hydroxybenzoyl-iso-vitexine 4'-
0-glucosidgMAATOOQ et al., 1997)

b- Saponosides

Les Saponosides constituent un vaste groupe d’hétérosides tres frégnentdes
végétaux. lls sont caractérisés par leurs propriétés tensi@adit/ee dissolvent dans I'eau en
formant des solutions moussantes. La plupart des saponosides présesatgmbopietés
hémolytique{SEGER etal., 2005)

Les saponosides peuvent étre classés en deux groupes selon dadeataur génine:
Saponosides a génine stéroidiques et Saponosides a génine triterp@RjuETON, 1999)
Au niveau de la coloquinte quatre triterpénes tetra cycliqueténs@és a partir du fruit : 2-O-
B-D glucopyranosylcucurbitacins |, J, K e(8EGER etal., 2005)

c- Alcaloides

En plus de la choline qui est connue comme constituant des cucéeBiRBARWISH-
SAYED et al (1973) a révélé la présence de trois autres alcaloides:Hfs N Oz et G Ha»
NO) considérés comme des dérivés de la pyridine, tandis queid@me (GsH24NO;) a été

suggéré étre le dérivé de la pyridine ou de la quinoline.
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I. Matériel et méthodes
[. 1. Matériel végétal
[. 1.1. BIé tendre local et importé

Les échantillons de blé tendre local et importé sont prélevésikede décembre 2010 au
niveau des silos en béton armé situés au sein de 'OAIC (offiéeien interprofessionnel des
céréales) de la wilaya de Saida (Photo 01) (Figure 07).

[. 1.2. Fruit de Citrullus colocynthis

Les fruits maturé d€itrullus colocynthigproviennent de Oued N’sa situé a environ 70 km
de la ville de Ouargla (Photo 02) (Figure 07).

Les dates, les lieux d’échantillonnages, le nombre et le poidsctiesitilons étudiés sont

consignés dans le tableau 07.

Tableau 07. Origine et date de prélevement des échantillons.

Echantillons Date de Lieu du prélévement ,Nombre Quantité de chaque
prélevement d’échantillon échantillon (g)
Blé tendre local | 29/12/2010 OAIC (Saida) 01 3000
Blé tendre importé] 29/12/2010 OAIC (Saida) 01 3000
Fruit deCitrullus {1 6/15/5010| Oued N'sa (Ouargla 70 500
colocynthis

L’identification botanique des espéces végétales est effectudweau du laboratoire de
physiologie végétale a l'université de Saida par Monsieur Denétaui sur I'appui de son
expérience et de certaines documentations relatives a la takeodencette espece au sein du
regne végétal, telles que la caractérisation botanique et agoueorde trois especes de
cucurbites consommées en sauce en Afrique de I'Ou@gtullus sp., Cucumeropsis mannii

Naudin etLagenaria sicerarigMolina) Standl.
[. 2. Matériel fongique

Les souches fongiques utilisées pour tester I'activité biologiggeextraits ont été isolées,
a partir du blé tendre local et importé, purifiées et identifiles'agit d’Aspergillus flavus,

d’Aspergillus ochraceus, d’Aspergillus nigetrd’Aspergillus fumigatus.
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Photo 01. Siége de l'office algérien interprofessionnel des céréaledalailaya de Saida.

Photo 02. Fruit deCitrullus colocynthis.

Station de préléevement
de blé tendre local e
importé (OAIC de
Saida)

Station de prélévement
des fruits deCitrullus
colocynthisa Oued N'sa
(Quargla)

Figure 07. Situation des différentes stations de prélevementes échantillons (Encarta,
1998).




[. 3. Méthode d’échantillonnage
I. 3.1. Précautions d’échantillonnage

Avant toute analyse, il convient de prélever un échantillon repedgedti produit a
analyser. Néanmoins, les techniques de prélevements habituelleeoemimandées pour
d’autres analyses ne sont guere probantes quand il s’agit y$asainicrobiologiques. En
général, sur les produits secs, granuleux et pulvérulents, lafimierest toujours repartie de
facon trés hétérogetBUNOYER, 1989).

A ce titre, il faut noter que les résultats des examenhiaiogiques n’ont de valeur que

si certaines précautions d’échantillonnage ont été respectées :

Prises d’échantillons avec des instruments stériles ;

mise de I'’échantillon dans des récipients ou sachets stériles ;

respect des régles d’hygiene générale pour la personne effectpeiélement ;

rapidité de I'acheminement des échantillons dans I'attente de leurseanalys

conservation des échantillons dans un endroit frais et sec (8 a 15/ C)amais a des
températures négativé€BUNOYER, 1989).

SUTRA et al (1998), stipulent que les échantillons doivent étre prélevés rigoureusement
au hasard, en évitant les biais (par exemple, éviter des prélegesymtiématiques” en début ou

en fin de production).

La répartition tres hétérogéne des mycotoxines dans le chamgp/adasilos et dans les
graines elles-mémes laisse entrevoir des doutes sur lemiesid dosage et de détection de ces
toxines. Ces doutes proviennent de I'échantillonnage. A cet édgs@RINOVITS et
ZUCKERANALYSEN (2002), recommandent de constituer un échantillon de grain assez
grand, a partir des divers petits prélevements dans la masseugementMULTON (1982),

ajoute que bien des fois la préparation de I'’échantillon est laissée a I'agipréde I'analyste.

Dans cette étude et afin d’avoir un échantillon représentats, éabiantillons de blé tendre
local et importé ont été prélevés au hasard. Les échantillons étarigés puis divisés en trois
sous échantillons a masse égale. lls sont ensuite transportémeatdaie de l'université (dans
des sacs en papier Kraft) ou ils sont soumis a des analysesoghymiques, microbiologiques

et mycotoxicologiques.
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I. 4. Etude de la qualité physicochimique, microbiologique et mycotogblogique du blé

tendre local et importé
I. 4.1. Etude de la qualité physicochimique du blé tendre local et impart
a- Détermination du pourcentage des grains brisés (état physique desgrs)

Les atteintes mécaniques du grain durant le stockage sont fagoaalleléveloppements
des champignons et a l'attaque des insectes. Les grains endomueaggdment un terrain
favorable a l'infestation et a la pénétration de I'inoculumsgiergilluset de Penicillium a
I'intérieur de la grained’ou I'importance de I'élimination des grains brisés. Il s’agit ddec
comptabiliser les grains cassés par rapport a une prise dides44i0 grains représentative de

chaque sous échantillon de blé tendre a analyser.
b- Détermination de I’humidité

C’est une méthode d’étuvage qui consiste a effectuer un séchage daee’'gssai de
chaque sous échantillon a une température de 105 + 2 °C jusqu’a I'obtention d’un poids constant.

L’humidité est mesurée par la formule :

H% = ((Po—P) — (PL—P))/ (Po—P) « 100.

H% : humidité en (%).

P; : poids de la tare.

Po : poids de la tare avec échantillon.

P: : poids constant apres séchage multiple.

c- Mesure du pH

Pour I'estimation de l'acidité ou I'alcalinité de nos échantillons, solation est préparée a
base de 45 ml d’eau distillée additionnée a 5 g d’échantillon. Apres ure deuvepos avec une
agitation continue, la mesure du pH est réalisée a l'aide du pH mype (HANNA pH 209)
(MULTON, 1982).

[. 4.2. Etude de la qualité microbiologique du blé tendre local et impoé@
a- Dénombrement de la flore fongique

La méthode de dilution (ou méthode indirecte) consiste a dénombrardemrganismes
des grains de céréales mises en suspension avec 45 ml d'esialqgigue (le diluant) et

guelques gouttes de Tween 80 (Figure 08).
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L'intérét de cette méthode réside dans le fait que les propadofggques sont
dénombrées a partir de la méme suspension mére et qudigeent la flore interne et externe
(MULTON, 1982).

A partir de la dilution mére, des dilutions décimales sont &edigpour chaque sous
échantillon de variété de blé tendre prélevée (local et imp@égx boites pour chaque dilution
sont ensemencées avec 1 ml d’'inoculum étalé en surface. L'incubatiai & 25 + 2°C pendant
5 a 7 jours (Figure 08). Trois milieux sont couramment utilisés podém®mbrement de ces

propagules fongiques :

PDAa (Potatoes Dextrose Agar acidifié) ;
CDA (Czapek Dextrose Agar) ;
DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphénicol).

Afin d’éviter la contamination bactérienne, le milieu PDA estlifié jusqu’a un pH de 4,5
a 5 en ajoutant 1 ml d’acide lactique a 25% par flacon de milieu. Onégalément utiliser le
rose Bengale pour inhiber la croissance bactérienne et lilaitaille des moisissures dans la
boite de Pétri ce qui facilite le compta@@RPENT, 1990).

En vue de l'obtention d'isolats purs servant a lidentification desclses, plusieurs
repiquages successifs sur milieu PDA acidifié ont été ré&aliss isolats purs sont repris sur des
tubes de PDA acidifié inclinés et incubés a 25 + 2°C pendant une semoapies. Ces tubes

sont ensuite gardés a 4°C afin d’assurer leur conservation.
b- Identification des moisissures

L’identification fait essentiellement appel aux caractexdgiraux et morphologiques des
moisissures isolées a I'état pyBOTTON et al., 1990)

Caracteres culturaux : ce sont les criteres macroscopiques tels que la vitesse de
croissance, texture et couleur du thalle, couleur du revers ddtlme, odeur de I'exsudat et

présence ou absence d’'un pigment diffusible.

Caractéres morphologiques :c’est I'étude microscopique du mycélium, nature des

organes différenciés et I'étude biométrique.
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Echantillon de blé tendre.

¥ v

Sous échantillonll Sous éthatitillon 2 Saws(échantillon 3

45 ml d’eau physiologique
+ des gouttes de tween 80 +

5g de blé tendre iml 1 ml 1ml

Solution
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Incubation a 25 + 2°C

Figure 08. Techniques d’isolement et de dénombrement desouches fongique
(LANSBOROUGH, 2004).




b1- Identification des genres de moisissures
- Identification des genres par la technique de scotch

La technique de scotch consiste a adhérer a I'aide d’'un bout de scotdnaciien
mycélienne a partir d’'une culture jeune et de la coller surame kcontenant quelques gouttes
de lactophénol (Photo O3JCHABASSE, 2002) Les observations microscopiques sont
effectuées aux grossissements x10, x40 et x100 a l'aide d’'un microggepéMotic digital

microscope DMB série).
I - Identification des genres par la technique de micro-culture

Décrite paHARIS (1989), la technique de micro-culture consiste a inoculer les spores des
moisissures sur une lame menée de petits carrés, de miladdfié et les recouvrir par une
lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites péngsedu milieu pour leur fournir un
potentiel d’'oxygene élevé afin qu’elles puissent germer. L'ehkemst conditionné dans une
chambre stérile et humide puis incubé a 25 + 2°C pendant 3 & 5 jours (Photo 04).

Apres incubation, les lamelles auxquelles s’adhérent le nuycésiont transférées sur
d’autres lames stériles contenant quelques gouttes de lactophémol.oldservations
microscopiques sont effectuées aux grossissements x10, x40 et x100. kesssgehdéterminés
par les caractéres culturaux et microscopiques en se référamtaauel deBARNETT et
HUNTER (1972).

b2- Identification des especefspergilluset Penicillium

L’identification des espécesspergilluset Penicilliumest réalisée par la méthodeRIig T
(1973)et RAMIREZ (1982). Cette méthode est diteésingle Spore», basée sur la relation entre
I'activité de l'eau du milieu de culture et la températurénalbation. Elle consiste en
I'inoculation de quelques spores d’une culture jeune dans des tubes a leéowolisnant une
suspension semi solide a base de 0,2% d’Agar et quelques goutiesate80. A partir de cette

suspension, différents milieux de cultures sont ensemences.
- Identification des espéceaspergillus

L’identification des especeAspergillusse fait sur trois milieux de cultures différents a

savoir :

MEA (Malt Extract Agar) a 25 °C,
G25N (Glycérol Nitrate Agar) a 25 °C,
CYA (Czapek Yeast Agar) a deux températures différentes : 5°C et 37°C.
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Photo 03. Méthode d’identification microscopique des moisissures (GHBASSE, 2002).

Photo 04. Micro-culture des moisissures pour I'identification micoscopique (CHABASSE
2002).




Inoculation se fait par dép6t centrale d’'une goutte de la suspensionggr@pacedemment
sur la surface des milieux de cultures solidifiés (Figure 09).

Une confirmation des souches présum@spgergillus flavuset Aspergillus parsiticusest
faite par une inoculation sur le milieu AFAP a 25°C. Ce dernier domneevers de culture

orange caractéristique a ce groupe.
I - Identification des espéece®enicillium

L’identification des especeBenicillium se fait sur quatre types de milieux de cultures a

savoir :

CDA (Czapek Sucrose Agar) a 25 °C,
MEA (Malt Extract Agar) a 25 °C,
G25N (Glycérol Nitrate Agar) a 25 °C,
CYA (Czapek Yeast Agar) a 37°C.

Ces milieux sont inoculés avec les différents isolatBel@cilliumde la méme facon que

I'inoculation des différents isolatsAspergillus(Figure 10).

La lecture se fait aprés 7 et 14 jours d’incubation en se n¢éféux clefs d’identification
dePITT (1973) et RAMIREZ (1982). Le CDA (milieu minéral a 4 élevée) et le G25N (milieu
a base de glycérol a Afaible) donnant une vitesse de croissance variant en fonction da I'A
une température constante de 25°C. Le CYA donne une croissance gef@nt’A, a des
températures variables de 5°C et 37°C. Le MEA informe sur la couleur du thalle.a 25°C

I. 4.3. Analyses mycotoxicologiques

Toutes les souchesABpergillus flavuset d’Aspergillus ochraceuglentifiees a partir des
prélevements analysés sont cultivées sur milieu PDA acidifié peidpurs a 25 + 2°C pour
pouvoir rechercher la capacité de ces souches a produire des mycotoxines.

a- Détection visuelle des souches productrices de mycotoxine

Les souches’Aspergillus flavuset d’Aspergillus ochraceusont réensemenceées sur des
boites de Pétri contenant 20 ml de milieu CEA (Coconut Extract Adde désoxycholate de
sodium a raison de 0,8%. Les boites de Pétri sont incubées a 25 + 2°C pendajaudsaDes
boites de Pétri en verre non fluorescent ont été utiliséezdres de diffusion d’aflatoxine et
d’ochratoxine sont détectées en utilisant une lampe a UV a uneeleng’'onde de 365 nm
(LEMKE et al., 1989).
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Suspension semi solide a base de 0,2%
d’Agar + 2 gouttes de Tween 80 + les
spores fongiques.

~N

Ensemencement

MEA a 25 °C G25N a 25 °C CYA a05°C CYAa37°C

Figure 09. Inoculation des isolats dAspergillus(sur les différents milieux de cultures).

Suspension semi solide a base de 0,2%
d’Agar + 2 gouttes de Tween 80 + les
spores fongiques.

~N

Ensemencement

CDA a 25°C MEA & 25 °C G25N a 25 °C CYA a4 37°C

Figure 10. Inoculation des isolats d@enicillium (sur les différents milieux de cultures).




b- Détection des mycotoxines par la chromatographie sur couche mindeé@M)

Les souches ’'dspergillus flavus et d’Aspergillus ochraceussont réensemencées
séparément sur milieu YES (Yeast Extract Sucrose) ; richetamivies du groupe B complexes,
ce milieu favorise la métabolisation secondaire et induitastions anabolisantes conduisant a

la production des mycotoxines. L'incubation se fait a 27 £ 2 °C pendant 14 jours.

Aprés 14 jours d’incubation, la biomasse formée est éliminédtemfile milieu YES a
travers du papier filtre type Wattman N° 01. Les 50 ml du filtetenu sont additionnés a 100
ml de chloroforme, le mélange est rigoureusement agité pendannhlfurs laissé décanter en
utilisant une ampoule a décantation. Cette opération est répétéditonaant successivement

50 et 30 ml du solvant a la phase aqueuse récupérée a chaque séparation.

La phase chloroformique ainsi obtenue est filtrée sur du papierm@afatN° 01 puis
concentrée par évaporation sous vide a l'aide d’'un rotavapor type (Heiddapiota 4000
efficient) jusqu’a I'obtention d’un volume de 2 a 3 ml (indice d’'une évaporation achevée).

La chromatographie sur couche mince constitue la méthode @eqgbagermet une
séparation efficace des mycotoxines et leur identification amecbonne précision. Elle se fait
sur une plague de silicagel (gel de silice 60 F254) sur laquelle es€dépd$t$%&S'($)*$E#S$
autre de "#3$" %&"'()*+&" &,-.)/-hloroformique concentré" #$" %&"'()*+&olution standard
d’aflatoxine et d’ochratoxine sont déposés sur la méme ligneedigne de dépbt). La plaque
est ensuite placée dans une cuve chromatographique et trempée daéknge rde solvant
d’élution constitué de toluéne, acétate d’éthyle et I'acide formideevolume (5: 4: 1)
respectivementMULTON, 1982).

Aprés migration et évaporation du produit d’élution a sec, la pladuexasiinée sous une
lampe & UV a une longueur d’onde de 365 nm. La présence d’aflatoxinecetratbxine se
traduit par des fluorescences caractéristiques aux spots staatldida méme RF (facteur de

rétention) que I'étalon. La figure 11 résume les différentes étapesatair des mycotoxines.

c- Détection des mycotoxines au niveau du substrat

A 50 g de chaque variété de blé tendre finement broyé sont additionnés| XDOnm
mélange de solvants (chloroforme — méthanol V/V), le mélange est pgitdant 10 min, la
phase liquide est séparée du culot par filtration. Cette opératiorémitée en additionnant

successivement 50 et 30 ml du solvant au marc récupéré a chaque fois agties filt
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Les souches @spergillus flavuset d’Aspergillus ochraceus
sont réensemenceées séparément dans 50 ml de milieu YE
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Figure 11. Procédé d’extraction des mycotoxines (MULTON, 1982).




Le filtrat est ensuite concentré jusqu’a un volume de 2 a 3 ml par @f@poau rotavapor.
L’extrait obtenu est étalé sur un gel d'agar a 2 % et & mdulé préalablement sur boites de
pétri puis solidifié. Les boites sont laissées entrouvertes d&i permettre I'évaporation du

solvant d’extraction, puis elles sont gardées a 4°C pendant 24 heures.

Aprés la diffusion des mycotoxines a lintérieur de la gélosesulfiace est essuyée a
plusieurs reprises avec du papier filtre imbibé d’hexane pourn&iniés macromolécules de la
matiere organique. Le gel d’Agar est ensuite découpé en petiauwa et mélangé avec 100 ml

de chloroforme. Le tout est agité pendant 10 minutes puis filtré.

Le marc est ensuite additionné a 50 et 30 ml de chloroforme étaagitaque fois qu’il est
récuperé apres filtration. Les filtrats obtenus sont égalemétgnmés puis concentrés a l'aide
d’un rotavapor jusqu'a un volume de 2 a 3 ml. Une séparation par CCM estfeadituce de la
méme fagon que pour les souches productrices de mycot¢XidB&ER et al., 1987) La figure
12 résume les différentes étapes d’extraction des mycotoxines a partir datsdbste.

I. 5. Préparation des extraits et étude phytochimique

Dans ce volet de notre travail, nous avons essayé de recuegirsemble d’informations
sur notre deuxiéme matériel végétal qui est les grain€itdelus colocynthisLes graines ont
été nettoyées et lavées avec de I'eau du robinet puis séchéesbeel Elles ont ensuite été

pesées et broyees grossierement (Figure 13).
I. 5.1. Détermination de la teneur en eau des graines @&rullus colocynthis

Le taux d’humidité dans nos échantillons (graines séches), atéténih& par le procédé
de dessiccation a une température de 105 + 2°C dans une étuve isoteeti®e type
(Memmert) jusqu'a I'obtention d’un poids constdrNDEN et LORIENT, 1994).

H% = ((Po—Py) — (P.~P))/ (Po—Py) x 100.

[. 5.2. Préparation des extraits méthanolique et aqueux
a- Extraction au méthanol

Les extractions ont été effectuées seulement sur les grad@@itrullus colocynthis La

technique appliquée pour I'extraction au méthanol est celle utiliséeFidiHAJI etal (2005)

Une quantité de 20 g est prise dans un erlenmeyer, a laquelle nousjautdd@0 ml de
solvant (méthanol). Aprés 3 heures de macération sous agitation camt2Q@ tours/min, le

mélange est filtré sur papier filtre Wattman N° O1.
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Figure 12. Procédé d’extraction des mycotoxines a partir du substrat sdi (ZUBER etal.,
1987).

Obtention des graines Broyage des graines.
de Citrullus colocynthis.

Figure 13. Préparation de la poudre des graines deitrullus colocynthis(photo originale).




Cette opération est répétée quatre fois avec renouvellement datsalved épuiser le

marc et augmenter le rendement. La figure 14 résume les étapegmetiex méthanolique.
b- Extraction par macération a lI'eau

Un extrait aqueux est également préparé par macération dareadedistillé froide a
raison de 10 % pendant 24 heures. Le mélange est ensuite certr896 g pendant 30min.
Le surnagent est récupéré puis filtré sur papier filtre MattN° 01. Cette opération est répétée
guatre fois. A la fin de I'extraction, les fractions obtenus sootipérées dans un flacon et
conservees a 4°C a l'abri de la lumiere jusqu’au moment de lelisatighs(SHENG-HSIEN

etal., 2007) La figure 15 résume les étapes de I'extraction aqueuse.
I. 5.3. Détermination du rendement des extraits secs

Afin de pouvoir calculer le rendement de chaque extrait (méthanditcagueux), I'extrait
aqueux est récupéré sec par évaporation de I'eau dans une étuve a 50°CexEaitr
méthanolique, le rotavapor est utilisé a une température de 50°C pour évaporeatométh

Le rendement est déterminé par le rapport du poids de I'exdagmes évaporation sur le
poids de la matiére végétale seche utilisée pour I'extractionipfifpar 100%(BEKHECHI-
BENHABIB, 2001).

Rd % = (m1 X 100) / my

m1 : masse en gramme de I'extrait sec ;
Mo : masse en gramme de la matiere végétale seche ;

Rd : rendement.
I. 5.4. Tests phytochimiques

Les composés chimiques sont déterminés par une étude phytochimiquensjgiec a
caractériser les différentes catégories de moléculstaakes dans les graines de la plante. Ces
dernieres vont servir a obtenir des principes actifs utilisés comgeamts thérapeutiques
(BRUNETON, 1999).

Pour ce faire, les différents extraits obtenus ont été soumiteats phytochimiques. Ces
derniers sont basés sur des essais de solubilité, des réactimisrdgons et de précipitations,
ainsi que des examens en lumiére ultraviolette. Les différémteties de composés chimiques

recherchées dans cette étude sont les suivantes :
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Poudre de graines (200g)

Extraction au MeOH (100 ml de
MeOH pour 20g de poudre)

Décantation

Filtration

Filtrat

Evaporation par
v rotavapor a 60°C

Résidu végétal
(marc)

Extrait méthanolique

Figure 14. Extraction méthanolique a partir des graines d€itrullus colocynthis(SENHAJI
etal., 2005).

Poudre de graines (200g)

Extraction a froid par 2 L d’eau
distillé pendant 24 h

Centrifugation

Filtration
|

]
Evaporation

v

Résidu végétal ,
Extrait agueux

Figure 15. Extraction aqueuse a partir des graines deCitrullus colocynthis (SHENG-
HSIEN et al., 2007).




a- Détection des polyphénols
al- Détection des tanins

Les tanins sont mis en évidence a partir de 1 ml d’extrait plané un tube en présence
de quelques gouttes de Fe(Cl% préparé au méthanol). Aprés agitation de I'extrait, la couleur
vire au bleu noir en présence de tanins galliques et au brun eeetéfprésence de tanins
catéchiques (Figure 1GKARUMI et al., 2004).

a2- Détection des coumarines

Les coumarines sont révélés a partir de 5 ml d’extrait platce wa tube porté a ébullition
jusqu’a l'obtention d’'un volume de 1 ml, ce volume est ajouté a 1ml ddkaude. Aprés
agitation, le volume total est devisé en deux volume, I'un sert de témoin et I'dwdjeuts a 0.5
ml de NH,OH (10%) puis examiné sous lampe UV. L’émission de la fluorescemntique la
présence des coumarines (Figure (BBUNETON, 1999)

a3- Détection des anthocyanes

Les anthocyanes sont détectés en placant 5 ml d’extrait dans uautueel en ajoute 15
ml d’'H,SO, a (10%) (milieu acide), apres agitation, le mélange est ajouténd NH,OH a
(10%) (milieu basique). La présence d’anthocyanes est afipagune coloration bleu-violacée
en milieu basique (Figure 1BRUNETON, 1999)

a4- Détection des flavonoides

Un mélange de quelques gouttes deneg de gouttes d’HCL concentré, placé dans un
tube, est ajouté a 2ml d’extrait. L’apparition de la coloration,rosenge ou rouge indique la
présence des flavonoides (Figure @ALEC et PAMELIO, 2003) .

a5- Détection des anthraquinones

Pour la détection des anthraquinones, 10 ml d’extrait sont ajoutésl|ad& NH,OH a
(10%). Apres agitation, I'apparition d’'un anneau rouge indique la présgianthraquinone
(Figure 16 OLOYEDE, 2005).

a6- Détection des saponosides

Pour la détection des saponosides, 10 ml d’extrait placé dans un tebaisasent agités
pendant 15 secondes puis déposés durant 15 minutes. Une hauteur de moistaat@ers
supérieure a 1 cm indique la présence de sapond&i@es-1 et al., 2009).
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b- Détection des terpénes

b1- Détection des stéroides
Les stéroides sont révélés apres addition de 5 ml d’anhydridguecéti5 ml d’extrait a
chaud. Le mélange est ajouté a 0,5 ml d’acide sulfurique conceptigs Agitation I'apparition,
a l'interphase, d’un anneau pourpre ou violet, virant au bleu puis au vert, indigugaction
positive (Figure 17JBRUNETON, 1999).

c- Détection des alcaloides

Les alcaloides ont été caractérisés a partir des reactifs de dMavéagnerl0 ml d’extrait
sont évaporés jusqu'a I'obtention d’'un volume de 0,2ml, sur lequel 1,5 ml de (2@) &ont
ajoutés. Apres agitation de la solution acide, 1 a 2 gouttes du adfiayer ou Wagner sont
ajouté. L'apparition d’'un précipité blanc jaunatre ou brun indique la prés#atmaloides
(Figure 18) (MOJAB et al., 2003)

Toutes les expériences sont réalisées en triplicata pourerddf reproductibilité des
résultats. Les figures (16, 17 et 18) résume les différedtigses de détermination de ces

composeés phytochimiques.
|. 6. Essai d’activité biologique des extraits méthanolique et aqueux
I. 6.1. Souches fongiques testées

Parmi les souches fongiques isolées purifiees et identificatapl@ment a partir du blé
tendre, quatre souches ont été sélectionnées pour servir a décmleitd antifongique des

extraits méthanolique et aqueux des graineSittallus colocynthisa saoir :

Aspergillus flavus,
Aspergillus ochraceus
Aspergillus niger.
Aspergillus fumigatus.

Les souches sont conservées a 4°C dans des tubes contenant 10 ml de milieu PDA incliné.

I. 6.2. Préparation des pré-cultures
Le PDA est le milieu de culture utilisé pour I'entretien desiches fongiques et la
réalisation des tests antifongiques, alors que la réalisationesiss antimycotoxinogénes est

effectuée sur milieu liquide YES.

37






Afin de préparer des cultures jeunes, les souches fongiques stdiseété cultiveées dans
des boites de Pétri contenant 20 ml de milieu PDA suivi d’une incubdé trois a sept jours a
25 + 2°C.

I. 6.3. Essai d’activité antifongique par la méthode de micro-dilution emilieu solide

Avant d’évaluer I'activité antifongique des extraits, la tadéau solvant peut également
étre critique. A cet effet, nous avons testé (test control) I'mit@cdu DMSO (diméthyl
sulfoxyde) utilisé a la place du méthanol pour solubiliser lastins séches d€itrullus
colocynthis Cette substitution de solvant a été basée sur les travauxigmécéndiquant I'effet

positif du méthanol sur la croissance de certaines souches fongiques.

La méthode de micro-culture en milieu solide permet la détation de la concentration
minimale fongicide (CMF) a partir d'une gamme variable de eanations de notre extraits
(aqueux et méthanolique) dans le milieu de culture. La CMF estitdédmme étant la plus
petite concentrél2" %3)2-/4125/*+&" *+/" -+&" 6" 7787" 9" %&" $3/20ASS$:FLORL et al.,
2010).

D'apres la méthode d®LLERBECK et al (2002) une solution-mére de chaque extrait
est réalisée avec du DMSO pour 'extrait méthanolique etede Histillée stérile pour I'extrait
aqueux. Une série de dilutions a raison géométrique de 2 est ensuite réaliggiporétudier

I'effet antifongique de nos extraits sur les souches fongiques sélectionnées

La fourchette de concentrations finales ainsi obtenue correspond & 3- .5 - 0.25 -
0.125 - 0.0625 - 0.0312 - 0.0156 - 0.0078 - 0.0039 - 0.0019 et 0.0010 %. Apres solidification du
milieu PDA, I'inoculation se fait par le dépét d’'un disque mycélien d’environ 0,6 cm dettia

d‘une pré-culture de 3 a 7 jours au centre de la boite de Pétri (Figure 19).

Des témoins de croissance sont réalisés pour chaque souche et énagdessais. Tous
les essais sont réalisés a double reprise. Aprés incubation &225 pendant cing jours, la

croissance est comparée a celle du témoin (sans extrait).

A partir des résultats obtenus, on peut donc déterminer l'indiceoagitiie (IAF) de

chaque extrait par la formule décrite pdANG et al (2005).

Indice antifonaique = (1 —( Da / Db)) x100%.

Avec :

Da : le diamétre de la zone de croissance de I'essai

Db : le diamétre de la zone de croissance du témoin.
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Figure 19. Détermination de la CMF des extraits des graines d€itrullus colocynthis
(BILLERBECK et al., 2002 ; MULTON, 1982).




Pour les boites qui ne présentent pas de croissance, le disqueemgsékransfére sur un

milieu PDA neuf pour confirmer s’il s’agit d’un effet fongistatique ou fordg.
I. 6.4. Test d'activité antimycotoxinogéne

Suivant la méthode décrite pslULTON en 1982 I'étude de I'effet antimycotoxinogene
des extraits méthanolique et aqueux a été testé contre deux esgeeregllussur le milieu YES
afin de pouvoir extraire les mycotoxines produites. A titre individtlghcun des deux extraits
(des graines de&€itrullus colocynthiy a été additionné a 50 ml de milieu YES mais a des
concentrations finales variables de I'ordre de 0.2%, 0.1%, 0.02%, 0.00630&R5%. Apres
une rigoureuse agitation, les différents milieux sont inoculés stpies de 0.6 cm de diamétre
contenant des cultures jeunes de 3 a 7 josprgillus flavugt d’Aspergillus ochraceudes

tests témoins et de contrdle sont réalisés pour chaque souche et chaquessaisg(leigure 19).

Aprés une durée d'incubation de 14 jours a 27 + 2°C, les mémes ét&eEs Ci

précédemment pour I'extraction des mycotoxines ont été suivies.
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[I. Résultats et discussions.
II. 1. Qualité physicochimique et microbiologique du blé tendre localtemporté

Durant cette premiére partie, I'étude est portée sur le cer(mdhlitatif et quantitatif) du
blé tendre local et importé stocké. A cet effet, les analgsiectuées visent de prés I'aspect

physicochimique, microbiologique et mycotoxicologique du blé tendre utilisé.
II. 1.1. Qualité physicochimique du blé tendre local et importé
a- Pourcentage des grains casseés (état physique des grains)

Sur les 100 grains prélevés (au hasard), une constatationadeghigsique a été effectuée.
Le résultat en relation est représenté par les valeurs moyennesidgesasaées en fonction des
deux types de blé tendre. En matiére de chiffre, le blé tendakdogsente un taux de grains

cassés légérement supérieur (5.34%) au blé tendre importé (4.32%) (Figure 20).
b- Humidité (H)
D’aprés les résultats affichés sur la figure 21, les deuxtearide blé tendre révelent des
taux d’humidités plus ou moins importantes. Les valeurs moyennes wesydes de blé sont

plus ou moins proches mais avec un léger avantage pour le blé impbes. sant

respectivement de I'ordre de 10.23% et 11.57% pour celui du local et importé.

c-Le pH
Les valeurs moyennes du pH des différents échantillons du blé tdodteées sur la
figure 22 démontrent que I'ensemble des échantillons présente wWwy@terhent acide

avec des valeurs moyennes de 6.71 pour le blé tendre importé6edQdpour le blé

tendre local.
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Figure 20. Moyennes des grains cassés des échantillons de blé tenalrallet importé.
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Figure 21. Humidité moyenne des échantillons de blé tendre local etporté.
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Figure 22. pH moyen des échantillons de blé tendre local et impé.
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II. 1.2. Qualité microbiologique du blé tendre local et importé

Le dénombrement de la flore fongique a été estimé sur tras g milieux de culture a
savoir : PDA, CDA et DRBC, afin de controler la diversité fongigeenos échantillons (Photo

05). Il est effectué apres l'identification de chaque espéece fongiqaeuapp
II. 1.3. Identification des moisissures
a- Genres fongiques identifiés par la méthode de micro-culture ete Scotch

Selon BARNETT et HUNTER (1972) et en se basant sur I'étude des caractéres
macroscopiques (couleur, aspect de colonie et le revers des.bdiegsmicroscopiques (forme
de thalle et des spores...) des souches fongiques isolées, nous avtfié plesieurs genres
(Photo 06).

Sur la base de I'observation microscopique de la souche fongique antnextt évidence
les tétes conidiennes, unisériées ou bisériées, d’abord radiées,epaites en plusieurs
colonnes de spores mal individualisées, jaunatres au début, puisawert-foncé. Les
conidiophores sont verruqueux. Les vésicules sont sub-globuleuses. Ueteplsant insérées
directement sur la vésicule ou portées par des métules. Les sosadie globuleuses a sub-
globuleuses, de couleur verte pale, verruqueuses. Les sclérdgesnfs dans les isolats récents,
sont globuleux a sub-globuleux, d’abord blanc puis virant au brun-rouge ébacenoir. Nous

pouvons déeduire qu’il s’agit Aspergillus flavugPhoto 06).

L’'observation microscopique de la souche fongique B mettant en évidescttes
conidiennes, bisériées, radiées, sont disposées en plusieurs colonnegdbunatoires. Les
conidiophores sont lisses, hyalins ou brunatres dans leur moitié supéties vésicules sont
globuleuses. Les phialides sont portées par des métules brunatlésedsions variables. Les
conidies sont habituellement globuleuses, parfois légérement aplilies sont brunes,
échinulées a tres verrugueuses. Les sclérotes parfois difé&esont creme a chamois foncé au
début, puis virent au chamois vinacé. Nous pouvons déduire qu’il s'a@gpergillus niger
(Photo 06).

Sur la base de I'observation microscopique de la souche fongiquett@ntren évidence
Les tétes conidiennes, strictement unisériées, en colonne compaictEabord bleu-vert puis
virant au vert bronze. Les conidiophores sont courts, lisses, s'éargissensiblement au
sommet en formant des vésicules subhémisphériques vertes. Les phildsées, sont
densément groupées, de couleur verte. Les conidies sont globuleuseglabsleuses et sont

échinulées. Nous pouvons déduire qu’il s’aghgpergillus fumigatug”hoto 06).
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Photo 05. Dénombrement des souches fongiques sur les miked’isolements (photo
original). (1) :Aspergillus flavus (2) : Penicillium sp (3): Aspergillus ochraceys(4): Alternaria, (5): Aspergillus

fumigatus (6) : Aspergillus niger(7) : Cladosporium(8) : Ulocladium
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L’observation microscopique de la souche fongique D permet de distitgmiaétes
conidiennes bisériées, d’abord globuleuses puis se séparent en 2 ou 3 ail@rgestes, bien
individualisées, de couleur jaune, ocre-jaune ou chamois. Les conidioplootesugueux,
jaunes a brun péle et longs. Les vésicules sont globuleusesielyales phialides sont portées
par des métules, de dimensions variables. Les conidies sont sutegsssué globuleuses. Elles
sont finement échinulées ou lisses. Les sclérotes, souvent présamslede lavande a pourpre,
sont globuleux, ovales ou cylindriques. Nous pouvons déduire qu’il s’agispdrgillus
ochraceugPhoto 06).

L’'observation microscopique de la souche fongique E permet de distirdpeer
organisations en pinceau. Le thalle, formé de filaments myc&pigs et hyalins, porte des
conidiophores lisses ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terngaenin pénicille. Les
conidiophores peuvent étre isolés, groupés en faisceaux laches oésagnégorémies bien
individualisés. Nous pouvons déduire qu’il s’agit du géteaicillium(Photo 06).

b- Espéces fongiques identifiées par la méthode de « Single spore »

Par le biais de cette méthode et en se référant aux cldéntification dePITT (1973)

pour les Aspergillus eéRAMIREZ (1982) pour les Pénicillium, on a pu identifier les especes

déemontré dans les photos 07 et 08. Les principaux caracteresfdemnths souches identifiées

sont également résumés dans les tableaux 08 et 09.
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Penicillium. spp

Aspergillus niger

Aspergillus ochraceus

Photo 06. Aspect microscopique des souchesAdpergillus et de Penicillium (photo

original). (1) : Conodiophore(2) : Vésicule,(3) : Métule, (4) : conidies(5) : Phialide.
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Tableau 08. Identification des espéces drenicillium par la méthode de Single Spore.

LECTURE
GENRES ESPECES MILIEU COULEUR D'aTnerge en
MEA 25°C VERT FONCE 40
Penicillium expansum CYA 25°C BLANC AVEC FISSURES 37
CDA 25°C VERT BLANCHATRE 29
G25N 25°C BEIGE 45
MEA 25°C VERT FONCE 38
Penicillium indicum CYA 25°C BLANC JAUNATRE 33
CDA 25°C VERT BLANCHATRE 24
G25N 25°C MARRON VERDATRE 35
MEA 25°C VERT FONCE 445
CYA 25°C ROUGE VERDATRE 44
Penicillium funiculosum CDA 25°C VERT PALE 54
G25N 25°C Absence
MEA 25°C VERT FONCE 47.5
Penicillium restrictum CYA25°C ROSE +\?EORNJ,S|'URF\|;S BLANC %
CDA 25°C Absence
G25N 25°C BEIGE 30
MEA 25°C VERT FONCE 33
CYA 25°C BLANC + FISSURES 32
Penicillium hispanicum |~ cpa 25°c BLANC BLANCHATRE 44
G25N 25°C BEIGE COTTON 38
o VERT +CONTOUR BLANC+ 38
MEA 25°C SCLEROTES
Penicillium griseo- CYA 25°C BLANC VERDATRE 37
purpurum CDA 25°C VERT FONCE 37
G25N 25°C BLANC 30
o VERT GRISATRE+CONTOUR 30
MEA 25°C BLANC+SCLEROTE
Penicillium pelacinicum CYA25'C BLANC VERDATRE 39
CDA 25°C VERT GRISATRE+CONTOUR 34
BLANC
G25N 25°C Absence
MEA 25°C VERT GRISATRE+ SCLEROTE 37
CYA 25°C VERT GRISATRE 30
Penicillium obscurum CDA 25°C BLANC / BEIGE 33
G25N 25°C Absence
o VERT +CONTOUR BLANC+ 33
MEA 25°C SCLEROTES
Penicillium lilacinium CYA 25°C BLANC VERDATRE 32
CDA 25°C BLANC +SCLEROTES ROUGES 30
G25N 25°C BLANC 38
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Penicillium pelacinicum. NEA\ Penicillium expansum NHAA Pénicillium sp. CDA

Penicillium lilacinium. CDA Penicillium restrictum. G25N

Photo 07. Identification des especeBenicillium par la méthode de Single Spore (photo

originale).
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Tableau 09. Identification des especesspergilluspar la méthode de Single Spore.

LECTURE
GENRES ESPECES MILIEU COULEUR Diameétre en mm
MEA 25°C VERT PISTACHE 58
CYA 37°C MARRON FONCE 52
Aspergillus flavus CYA 5°C Absence
G25N 25°C JAUNE VERDATRE 50
AFAP BLANC+ REVERS ORANGE 48
MEA 25°C BLANC GRISATRE 48
CYA 37°C ROSE PALE 58
Aspergillus clavatus CYA5°C Absence
G25N 25°C JAUNE VERDATRE 60
MEA 25°C BLANC 45
CYA 37°C JAUNE PALE a JAUNE 50
Aspergillus fumigatus CYA 5°C Absence
G25N 25°C JAUNE BLANCHATRE 51
MEA 25°C VERT PISTACHE 77
CYA 37°C VERT /JAUNE 55
Aspergillus parasiticus CYA 5°C Absence
G25N 25°C JAUNE PALE 57
AFAP BLANC+ REVERS ORANGE 50
MEA 25°C NOIR 45
CYA 37°C GRIS A NOIRS 56
Aspergillus niger CYA 5°C 30
G25N 25°C Micro colonie
MEA 25°C MARRON 45
CYA 37°C MARRON PALE 56
Aspergillus terreus CYA 5°C Absence Absence
G25N 25°C BLANC JAUNATRE 40
MEA 25°C NOIR 73
CYA 37°C GRIS 50
Aspergillus fischeri CYA5°C Absence
G25N 25°C MARRON GRIS 56
MEA 25°C JAUNE DORE 70
CYA 37°C JAUNE 53
Aspergillus ochraceus CYA 5°C BEIGE 20
G25N 25°C JAUNE PALE 55
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Aspergillusffaves NVEA Aspergillus niger.CIPA  Aspergillus fumigatus. FEIPA  AspergilissantiramusP DDA

Aspergillus flavus ARFRAEP  AspegilusantivecsrusVIAEA Aspergillus parasiticusM#&/  Aspergillus clavaasO3¥A

Aspergillus flavus.HEIAA Fusarium sp.FAD?A pergillus fischeri. &YYA  Aspergillus terreasCYA

Aspergillus parasiticus. PDA  Aspergillus fumigatus. CYA  Aspergillus parasiticus. AFAP

Photo 08. Identification des espécelspergillus par la méthode de Single Spore (photo

originale).
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II. 1.4. Dénombrement de la flore fongique
L'utilisation du milieu PDA a permis de révéler les mémes Besidongiques chez les

deux variétés de blé tendre a des taux différents (Figure 23 et 24).

Les genres les plus prédominants sont Aspergillus et les Penicillium Le taux de
contamination par leAspergilluschez la variété locale est plus important, il est de 24.13x102
UF/g (Figure 23). Par contre, le taux de contamination par meeng&nre chez la variété importé
est de 18.98x102 UF/g (Figure 24). Le taux de contamination geneillium est plus élevé
chez la variété importée que chez la variété locale. llesgtectivement de 13.5x102 UF/g et
8.33x102 UF/g (Figure 23 et 24).

Les Aspergillus de la variété locale sont représentés edbanent parAspergillus
fumigatusavec un taux de contamination de 11.83x102 UF/yseergillus flavusavec un taux
de contamination de 4.33x102 UF/g (Figure 23). La variété de bléetemgortée est surtout
contaminée parAspergillus fischeriavec un taux de contamination de 6.5x102 UF/g et
Aspergillus fumigatusivec un taux de contamination de 5.83x102 UF/g. L'espapergillus

parasiticusest totalement absente sur cet échantillon (Figure 24).

Les genreLCladosporiums, Alternarias, Ulocladiunet Fusariumsrévéler sur les deux
variétés de blé tendre appartiennent a la flore du champ &bréa ifitermédiaire. Pour le
Rhizopus]es figures 23 et 24 témoignent nettement qu’il est difficilel@eombrer ce genre a

cause de son aspect cultural.

Il ressort aussi des figures 23 et 24 que la mycoflore tdtatdé tendre importé est plus
élevée que celle de la variété locale. Elle est respentivede 45.46x102 UF/g et 36.95x102
UF/g.
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Figure 23. Moyenne de la mycoflore de blé tendre local détectée sur miliPDA.
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Figure 24. Moyenne de la mycoflore de blé tendre importé détectée suilieu PDA.
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Sur le milieu CDA, le blé tendre importé présente une mycoftutede plus élevée que
celle du blé local. Elle est respectivement 48.98x102 UF/g et 20.11x102 UF/g (Figur2&5

La mycoflore de la variété locale est représenté esemtent par le genréspergillus
dont le taux de contamination est de 11.96x102 UF/g. Il est représs@stiellement par trois
especes,Aspergillus flavus(3.16x102 UF/g), Aspergillus parasiticus(2.83x102 UF/g) et
Aspergillus fischer{(2x102 UF/g) (Figure 25). Ce genre prédomine aussi dans la viangéée
ou il est méme plus important (42.32x102 UF/g) (Figure 26). En edfgfeare est représenté
essentiellement paAspergillus ochraceug14x10? UF/g),Aspergillus fumigatug13.66x102
UF/qg), Aspergillus flavug(8.33%x10%2 UF/g),Aspergillus niger(3.83x102 UF/g) etAspergillus
fischeri(2.5%x102 UF/g).

Il ressort aussi de la figure 26 que certaines espéces du Agmeegillusde la variété
importée sont absentes, il s’agitAdpergillus clavatusAspergillus parasiticuet Aspergillus

terreus

Le taux de contamination par le gerRenicillium est Iégerement élevé dans la variété
locale. Il est respectivement de 7.33x102 UF/g et 5x10%2 UF/g pour celocduet importé
(Figure 25 et 26).

Les figures 25 et 26 démontre I'absence du gehoeladiumsur les deux variétés de blé
tendre. Les genreAlternarias et Fusariumsrévélé sur les deux variétés de blé tendre sont

considérés de la flore du champ et la flore intermédiaire.

46



?:

ReRitets4 dausas

)]
o
)

N
(&)
!

N
o
!

w
al
L

w
o
L

20,11

N
o
L

=
&)]
L

11,96

Taux de contamination x 18UF /g
= N
o 6]
<4
w
w

5 | ) 3,16 2,83
I 06 I o033 L6 1,68 0.16 016 033 0o 033 ND*
0 - ; —=l= T ; ; — — — .
M R . S S R R P A T
& & Y P ¢ ¢ Y S E Y &S
é@ > Ao S s ?jﬂ Q‘ o 0\\‘ V}‘ 2 0\0 b@ DN Qo&
& ko Aag »’ 2’0‘ o\" %‘ife
> $ XS
Souches fongiques identifiées
Figure 25. Moyenne de la mycoflore de blé tendre local détectée sur raui CDA.
ND* : indénombrable
50 + 48,98
45 142,32
(2]
h 40 ~
§ 35
x
c 30 -
i)
225
§
€ 20 -
8 14 1366
o 15
8 I 1
3 10 - 8f3
F 5
> %5 3i83 1,16
1 0 0 0 . 05 ' 0 0 ND*
o 5 J ) ) J ) J . >
S ¢ F& S S S SEE
R ¥ & & § & ¢ & & & > Qo‘ & &
& w LT R A S S R O AR P,
Q’Qz ht A4 V‘Q &9 © O‘b &
v & &

Souches fongiques identifiées

Figure 26. Moyenne de la mycoflore de blé tendre importé détectée suilieu CDA.

ND* : indénombrable




Fudespdinetde A@Ritats4 dsusias

Les résultats relatifs au milieu DRBC illustrés ssrfigures 27 et 28 témoignent environ la
méme charge fongique pour les deux variétés de blé temdreune Iégere différence entre la
diversité des souches fongiques. La moyenne de la mycoflote &ta8.96x102 UF/g pour la

variété locale et 9.81x102 UF/g pour celle de I'importée.

Les genres les plus prédominants sont Aspergillus et les Penicilium Le taux de
contamination par les Aspergillus est de 6.14x102 UF/g chez laévdoiéale (Figure 27) et
6.33%x102 UF/g chez la variété importée (Figure 28). Le taux de contaminatios panieillium
est plus élevé chez la variété importée que chez la vdoéade. Il est respectivement de
2.16x102 UF/g et 0.83%102 UF/g (Figure 27 et 28).

Les Aspergillus de la variété locale sont représentés edbanent parAspergillus
fumigatusavec un taux de contamination de 3.83x102 UFAseergillus flavusvec un taux de
contamination de 1x102 UF/g (Figure 27). La variété de blé tendre epadt surtout
contaminée paAspergillus fumigatuavec un taux de contamination de 4x102 UF/g. Les especes
Aspergillus parasiticus, A, fischegt A. terreussont totalement absentes sur cette variété (Figure
28).

Les genresCladosporiums, Alternarias, Ulocladiunmet Fusariumsdétectés sur le blé
tendre appartiennent a la flore du champ et la flore intermédRoe leRhizopus)es méme
figures (27 et 28) confirment clairement qu’il est difficile @Enombrer ce genre a cause de son

aspect cultural.

La comparaison effectuée entre les flores fongiques révélées suidanitieux de culture
PDA, CDA et DRBC permet de conclure que la flore fongique delgtté locale dénombrée
sur le milieu PDA est plus élevée que celle dénombrée swun@IDA. Pour la méme variété de
blé tendre, la flore fongique dénombrée sur milieu DRBC est ifesdure en la comparant

avec celles révélées sur les deux autres milieux décrit précédemment.

Pour la variété de blé tendre importé, la flore fongique dénombrédlsur DA est plus
élevée que celle dénombrée sur milieu PDA. Sur le milieu DRB@&oyenne de la mycoflore
de la méme variété est plus faible en la comparant avess @dhombrées sur milieu PDA et
CDA.
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Figure 27. Moyenne de la mycoflore de blé tendre local détectée sur miliDRBC.
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II. 1.5. Révélation mycotoxicologiques

a- Révélation des souches productrices de mycotoxines par milieu CEA

Dans cette approche, nous avons appliqué la méthode décritEd&E et al (1989)
afin de détecter visuellement les souches productrices de mycatosiviées des deux variétés
de blé tendre, directement sur le milieu de culture (CEA).

Les colonies dAspergillus flavuset d’Aspergillus ochraceusont obtenues par la méthode
de Single Spore apres incubation a 25 °C pendant 3 a 7 jours sur milkelc@ienant le

désoxycholate de sodium a 0,8% comme retardateur de croissance) (Photo 09).

D’aprés la photo 09, le résultat est présenté par des colonienesyde 3 a 40 mm de
diametre. C’est la zone sur laguelle on a essayé de ddtegpidsence des mycotoxines lors de
'examen visuel sous UV a une longueur d'onde de 365 nm. Ces zapessdentes sont
spécifigues aux aflatoxines produites papergillus flavuset aux ochratoxines produites par

Aspergillus ochraceus

b- Révélation des souches productrices de mycotoxines par CCM

La séparation chromatographique sur couche mince permet de condimésultat obtenu
avec la technigue deEMKE etal (1989) Les mycotoxines de types aflatoxine et ochratoxine
produites par les souches isolées des deux variétés de blé tBhadeppent une fluorescence

marquée sur le chromatogramme (Photo 10).

D’aprés la photo 10, les espedespergillus flavussolées des deux variétés de blé tendre
produisent une seule toxine (Aflatoxine B1l) qui apparait avec uneeficemce bleue. Les
especesAspergillus ochraceugroduisent I'ochratoxine A qui dévoile une fluorescence verte
sous lampe UV.

c- Révélation des mycotoxines au niveau des substrats

Le résultat de la détection des mycotoxines niveau du blé tendre local et isgi@tiéché

sur la photo 11.

D’aprés ce résultat, nous constatons I'absence de spots fluoresoemisponds aux
aflatoxines B1 et aflatoxines G1 produites papergillus flavugt aux ochratoxines A produites
par Aspergillus ochraceud.es deux variétés de blé tendre (local et importé) sont dépoutgues

mycotoxines recherchées (Photo 11).
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Photo 09. Détection sous UV des souches productrices de mgpeates sur milieu CEA

(photo originale).

Souches fongiques de Souches fongiques de
blé tendre local. blé tendre importé.
Photo 10. Détection des souche Photo 11. Détection de mycotoxines di
productrices de mycotoxines par CCM blé tendre local et importé (photo

(photo originale). originale).
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DISCUSSION

L’altération des céréales stockés a fait 'objet de nombretigdss ayant mis en évidence
gue la contamination fongique compte parmi les principales causkdé®ration des grains de
céréales expliquée par des variations dans les paraméthemltgiques du grain et par les
pertes considérabl¢ATALLA et al., 2003 ; MOLINIE et al., 2005)

Lors de la contamination du blé, les parametres régulant lasangis fongique et
permettant la production de toxines sont nombreux. On cite principalésneimarge initiale en
mycoflore, la présence de grains brisés, le taux d’humidaéve élevé, le pH et la température
de stockage des grai(BA-UR-RAHMAN, 2006) .

Dans un premier volet, les résultats attribués a la qualité physicochimdijgeant que les
prélevements analysés du blé tendre (local et importé) resfierom pourcentage de grains
casseés supérieur au pourcentage fixé par les normes comnseqciail@posent qu’un blé tendre
de qualité ne doit pas dépasser un pourcentage de 3% de gra@ss(MBEINIE et al., 2005)
Cette augmentation dans le nombre des grains cassés pougaéxpliquée par plusieurs
facteurs pouvant influencer I'état physique du grain de blé, notammentla local, tels que les
mauvaises conditions de récolte, les caractéristigues de chaqéé,vdes deéfaillances
meécaniques des appareils et surtout aux chocs infligés ams ¢wes du transport mécaniques
aux silos. La présence de grains brisés ne peut que favoridévééoppement de foyer de
contamination et par conséquent, elle ne peut étre que en défaveur d’'un stockageedeuciey
(TAHANI et al., 2008)

L'humidité relative qui est la quantité d'eau libre disponible daéshéntillon est
responsable de plusieurs phénomenes d’altération biologique de [lalimeamnment
mycologique. Les faibles teneurs en humidité relative permeiadser nos échantillons dans la
catégorie des produits peu hydratés ; avantage qui n'exclut pasheamination par une flore
fongique xérotolérante prépondérafBELLI et al., 2004) Notant que beaucoup de produits
pauvres en eau libre non altérables par les bactéries peuventéttenaltérés par les
champignongDURON, 1999)

Le taux d’humidité relative élevé enregistré pour le blé temuporté peut étre di au
transport maritime des blés tendres d'importations et les amslittlimatiques des pays
d’exportation(DURON, 1999)
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Les meures de pH de tous nos échantillons ont révélé un pH |&ygranide a neutre.
SelonDURON (1999) les champignons peuvent se développer a des pH compris entre 3 et 8
avec un optimum de croissance compris entre 5 et 6, de ce fait,haogillans constituent un

milieu favorable pour le développement des champignons.

L’étude de la qualité microbiologique du blé tendre (local et impart&vélé un taux de
contamination totale differe d’'une variété a une autre. Le bléddntporté présente un taux
considérablement élevé sur le milieu organique et minéral par tappbté tendre local, ce qui

était rapporté dans les travaux &HANI etal (2008)

La différence de contamination fongique entre les deux variétégédendre peut étre
expliquée par la composition biochimique différente du blé tendre impartépport au blé
tendre local. Cette différence est influencée parfois pardeditions climatiques, les conditions
de stockage (humidité, température et systeme de ventilatidfipstallation d’une charge
fongique importante, ce qui peut entrainer une modification qualitativpiantitative de la
mycoflore (LE BARS et LE BARS, 1987) MILLER (2002), WILSON et al (2002)
rapportent que la contamination fongique des céréales au champ ountplendtockage est

directement lié aux conditions hydrothermiques.

De plus, la variété importée présente un taux d’humidité élev&aetBENMANSOUR-
BRIXI (2005), les moisissures de stockage sont capables de croitre sur deastSuontenant
10 a 18 % d'’humidité, avec un optimum de croissance compris enttelB31% MULTON
(1982) BERTHIER et VALLA (1998), indiquent que ce développement fongique est favorisé

par la relation entre la température et 'humidité.

Les milieux PDA et CDA nous ont donné une croissance variable,eselpeut étre
expliqué par la différence dans la composition des deux milieux deresilet le choix des
substrats préférés par les souches fongiques, tel que rappoltérgeamisation européenne et
méditerranéenne pour la protection des plaf@sPP, 2003) que le milieu PDA est préparé a

base d’élément organique et le milieu CDA est préparé a base d’élémeralminé

La flore fongique totale du blé tendre stocké est constituée ietleemént de moisissures
filamenteuses, trés sporulantes, dotées d'un grand pouvoir de disséminatidesdgetres

Aspergilluset Penicilliumsont les plus rencontrés.
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C’est genres de moisissures que nous avons pu identifier sont des icantandes
denrées alimentaires maltraitées mais surtout mal consgrigesont considérés comme
contaminants de stockage des céréales et leurs déBERTHIER et VALLA, 1998 ;
MULTON, 1982).

La dominance du genrkspergillusdans la flore contaminante des céréales a été reportée
dans plusieurs travauRIBA et al., 2005 ; LE BARS et LE BARS, 1987)Ainsi, les espéeces
du genreAspergillussont considérées comme des moisissures de sto¢WAJeLOW et
HAGLER, 2001).

Parmi les espéces fongiques appartenant au gemergillus il faut souligner la grande
dominance dAspergillus fumigatusuivi d’Aspergillus flavusCette fréquence de contamination
importante est accompagnée aussi par une production de mycotoxiretse présence de flore
fongique est surprenante, ce n’est pas la premiere fois gtélleecontamination est observée.
En effet, des enquétes récentes menées en ltalie ont déragmté&dnce de flore productrice de

mycotoxine dans les certaines matieres premieres et alifieBERI et al., 2004).

Les autres souches isolées des échantillons analysés appatti@maeyenrefkhizopus,
Alternaria et Fusariumsont naturellement présents sur les cultures au niveau des chataps et
le sol (WITHLOW et HAGLER, 2001) . La forte fréquence du genddternaria dans le blé
tendre importé semble étre due a I'’humidité élevée de cet didmitVEINDENBORNER,
2000).

Le genreFusariumest retrouvé sur les deux variété de blé tendre, ce qui confeme c
résultat les travaux deURTUI etal (1998) Ce résultat est aussi en accord avec ceux obtenus
dans les pays du nord de I'Europe comme le nord de la Francen#@dhe, la Norvege, la
Belgique, la Pologne ou les Pays-BESEBAERT et al., 2005 ; KRYSINSKA-TRACZYK et
al., 2007 ; SCHOLLENBERGER etal., 2006).

Dans I'ensemble, le taux de contamination élevé, ainsi que la bisitivassez importante
constatés dans les différentes variétés du blé tendre peuveex@igeiés probablement par la
qualité, la durée et les conditions de stock@y&VIS et DIENER, 1987).

Du point de vu mycotoxicologique, certaines souchésgergilluspurifiées et identifiées
sont potentiellement toxinogendsEMKE et al., 1988) L'apparition de la fluorescence autour
des colonies dispergillus flavuet d’Aspergillus ochraceusultivées sur milieu CEA apreés leur
examination sous UV, est un indicateur positif pour les souches fongiodactrices de
mycotoxines, ce qui est en accord avec les travalbEMKE etal (1989)
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L'utilisation du milieu CEA est certainement avantageux dangrésente enquéte. Ce
milieu est opaque et la blancheur de sa surface est utilategquetoile de fond pour distinguer
les différences entre les colonies. La surface du milieu €sAgalement trés absorbante de la
lumiére UV et constitue un arriére-plan efficace pour détéesezones fluorescentes entourant
les colonies correspondant aux aflatoxines et aux ochratoxines.n@dttede et analogue a la
détection des souches fongiques productrices de mycotoxines par cy@phie sur couche
mince sous une lumiére UV avec l'avantage de cette derniere alahstihction du type de

mycotoxine en la comparant avec le standard de la mycotoxine en question.

Nos résultats mycotoxicologiques obtenus avec la chromatographieosche mince
déemontrent donc, que les souchegd\gpergillus flavuset d’Aspergillus ochraceusetaient
productrices d’AFB1 et d’OTA, ce qui concorde avec les travauR ElMANSOUR-BRIXI
(2005)et AMROUCHE (2007).

Le dosage qualitatif (par CCM) des aflatoxines et des ochna®xau niveau des
échantillons de blé tendre local et importé s’est révélé rigghsence de mycotoxine dans le
substrat) pour I'ensemble des échantillons. L'absence de mycot@ene£tre expliquée soit
par la possibilité que les souchesspergillusisolées de ces échantillons sont toxinogenes et les
conditions de température et d’humidité n’étaient pas favorablésaidxigénese, soit les taux
d’aflatoxines et d’ochratoxines sont inférieurs au seuil de détede cette méthode qui est de
0.5 ppb (poids par billionZAKARIA et MAJERUS, 1992).

Autrement dit, méme si les échantillons analysés contiennent fldésximes et des
ochratoxines, ces derniers sont peut étre a I'état de tratesr efuantité est inférieure a 2ppb
I"#$"%&'()&nstitue le seuil de tolérance des aflatoxines dans les egidadtinées a 'Homme

fixé par la communauté européenne en 2001.
CONCLUSION

La présence des grains cassés, dans nos prélevements, cargstitn point d'entrer
facile et tres probable de plusieurs microorganismes notament les moisissures attirées

par la matiére organique présente dans le blé tendre.

Depuis la récolte jusqu’'au son arrivé aux silos de stockage, gieurs parameétres
doivent étre pris en compte tels que les moyens de tramsp les conditions de stockage, le
lieu de stockage, le nettoyage des grains, les traitementéeefués au niveau des silos et

enfin la durée de stockage.
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Tous ces parametres influes considérablement sur le tauxesl contaminants en
particulier les moisissures surtout lorsqu’il s'agit d’'un pH qui tend vers I'acidité et d’'une

humidité relative élevée.

La possibilité d’avoir des souches productrices de mycotoxiaeest toujours présente

mais néanmoins, nos échantillons sont acceptables et ils sont préts a la oomeation.

En général, la précaution doit étre toujours maintenue et la émarche assurance
gualité doit étre suspectée lors de toutes les étapes ldeproduction céréalieres depuis la
récolte jusqu’au produit fini et surtout au niveau du stoclkage, la phase la plus sensible et la

plus longue.
II. 2. Etude phytochimique des graines d€itrullus colocynthis
II. 2.1. Taux d’humidité des graines deCitrullus colocynthis

Le résultat de cette analyse a réveélé que la poudre des gdai@sullus colocynthis
renferme un taux d’humidité inférieure a 10%, soit une valeur de 6.77 %,cgiere taux de la

matiére séche est supérieur a 90% (Figure 29).
II. 2.2. Rendements des extractions méthanolique et aqueuse

Le résultat de cette expérimentation a permis l'obtention de detraits différents au
moins dans leur aspect et leur couleur (Photo 12). Pour I'extraian@ique, la couleur
ressemblée est le jaune avec un aspect pateux apres I'éiapdatmeéthanol. Pour I'extrait
agueux, la couleur correspondue est le marron avec un aspect poudreuéampesation de

I'eau.

Le calcul du rendement par rapport au poids total de la poudre secheitesCitrullus
colocynthisutilisée dans les deux types d’extractions montre que, la plaidareé des masses
en extraits secs supérieures a 1 g / 100 g de graines en.pdudpeint de vue rentabilité en
poids, I'extrait méthanolique a donné les proportions les plus él@réds comparant avec
I'extrait aqueux, les proportions sont respectivement 4.89% et 2.70% (Figure 30).
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Figure 29. Humidité relative de la poudre des graines seches @érullus colocynthis

Extrait méthanolique. Extrait aqueux.

Photo 12. Extraits méthanolique et aqueux des graines d€itrullus colocynthis (photo

originale).
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Figure 30. Rendements des extractions méthanolique et aqueux.
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II. 2.3. Tests phytochimiques des extraits des graines @érullus colocynthis

Le résultat des tests phytochimiques effectués sur la poudregrdases Citrullus

colcoynthisest reporté sur le tableau 10.

Tableau 10. Tests phytochimiques effectués sur les extmiméthanolique et aqueux des
graines deCitrullus colcoynthis.

- Extraits
Groupes chimiques — : :
Extrait méthanolique Extraits aqueux
Tanins hydrolysables + +
Anthraquinones + -
) Flavonoides + +
Polyphénols
Anthocyanes - +
Coumarines - -
Saponosides + +
Terpenes Stéroides + +
Alcaloides + +

Les résultats obtenus révelent que les deux extraits (méthaneliqagreux) possedent
presque la méme composition chimique. Pour I'extrait méthanoliquerdet@asation chimique
a demontré la présence des polyphénols sous forme de tanins hghledysle flavonoides,
d’anthraquinones et de saponosides alors que les anthocyanesetriasnes sont entierement
absents (Tableau 10).

Le méme extrait (extrait méthanolique) a réagi positivement-vis du test chimique

recherchant les stéroides (appartenant au groupe des terpénedgeldigkea (Tableau 10).

La composition chimique de I'extrait aqueux indique la présenceudelés composés ou
familles chimiques retrouvées dans [I'extrait méthanolique avecplas, une quantité

indéterminée d’anthocyanes et I'absence d’anthraquinones et de coumarinesuIaple
DISCUSSION

La faible humidité relative des graines @érullus colocynthisen poudre constitue un
avantage pouvant intervenir dans leur conservation. FA&RIS et MOYSE (1965) une bonne

conservation est assurée a une humidité relative inferieur ou égale a 10 %.
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La méthode d’extraction effectuée sur la poudre des graines @érdius colocynthis
menée a une température ambiante permet d’extraire le max@@womposeés et de prévenir
leur dénaturation ou modification probables. En fonction de leur soéubillitde leur polarité,
deux solvants différents ont été utilisés afin de pouvoir extlagrelifférents phytoconstituents
présents dans les graines de cette pia&OUB, 2008)

Il est difficile de comparer les résultats d’extractioncageux de la bibliographie. Le
rendement n’est que relatif et dépend de la méthode et des cond#@imkesquelles I'extraction
a été effectué@.EE et al., 2003)

Le rendement d’extraction méthanoliqgue que nous avons obtenu est neftemematble
que ceux obtenus pMARZOUK etal (2011) Par contre, nos résultats d’extraction aqueuse
sont similaires & ceux dARZOUK etal (2009)et(2011)

Le screening phytochimique des extraits méthanolique et aqueug gaxeles graines de
Citrullus colcoynthis sont une source importante de polyphénols. Cette classe regroupe
essentiellement les tanins, les flavonoides et les saponosiddsbsence des coumarines dans
les deux extraits organiques. Les anthocyanes et les anthraquinohéstijet de différence
entre les deux sortes d’extraits. Les stéroides et lewidlea sont également présents dans la

composition chimique des deux extraits.

Les résultats obtenus dévoilent la richesse des grainégrdius colocynthidu point de
vue qualitatif en métabolites secondaires tels que les taningo@gmseés ont été signalés dans
le fruit de Citrullus colocynthispar NAJAFI et al (2010) GURUDEEBAN et al (2010) ont
marqué la présence des tannins dans les extraits aqueux et méthandliguélds colocynthis

Par ailleurs, Le scrennig phytochimique effectué AREBAYO-TAYO etal (2010)sur

le Citrullus colocynthisa révélé la présence des tanins et des anthraquinones.

La présence des flavonoides dans les deux extraits des grai@isullies colocynthisest
également rapportée par plusieurs autdB8JAFI et al., 2010 ; GURUDEEBAN etal.,
2010 ; ADEBAYO-TAYO et al.,, 2010; AMBI et al., 2007) Il s’agit d'une classe tres
diversifiee ayant une multitude de structures distinctes par prapriétés chimiqua®ERBEL
et GHEDIRA, 2005).

Pour les anthocyanes, ils sont trés proches des flavor(eiB&NEBELLE et al., 2004)
La richesse des graines d&trullus colcoynthisen anthocyane a aussi été signalée par
BENMEHDI (2000).
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L’existence des saponines dans nos extraits a été rapportg@up@urs études. Les
feuilles et les fruits de&itrullus colcoynthissont riches en saponin®AJAFI et al., 2010 ;
GURUDEEBAN etal., 2010 ; ADEBAYO-TAYO etal., 2010).

Plusieurs études ont montré que les terpénes sont largement répamdute genre
Citrullus (ALI et PANDEY, 2007 ; GURUDEEBAN et al., 2010) ADEBAYO-TAYO et al
(2010) ont révelé leur existence dans les feuilles de cette espeite.dasse de métabolite
secondaire regroupe également des substances stéroliques quisams@eéus forme d’alcools

libres ou sous forme d’esters associés a d’autres molécules.

Les résultats relatifs au criblage phytochimique de la dernidasse de métabolites
secondaires, montrent que les alcaloides sont présents dans leexttaiig de graines de
Citrullus colcoynthis.Ce résultat est confirmé pa@&MBI et al (2007) qui ont détecté les
alcaloides au niveau des graines de cette esp@&dARZOUK et al (2010)qui ont démontré
gue, les graines d€itrullus colcoynthiscontiennent 1.64 mg d’alcaloide par 100g de matiere

séche.

La présence des alcaloides dans les graineSitddlus colcoynthisindique son intérét
pharmacologique et médicinale tel que signalé IgRIN et al (1997) Certains de ces
métabolites secondaires ont aussi été identifiés, tel que sig@APARWISH-SAYED et al

(1973)qui ont pu identifier la présence de trois alcaloides dans les graines despétte.
CONCLUSION

La méthode d’extraction a température ambiante permet d’gtraire le maximum de
molécules bioactives avec une éventuelle protection contresl dénaturations ou les

modifications probables des constituants chimiques de la plante.

Les examens phytochimiques effectués sont d'une extréme partance. lIs
démontrent que les graines d€itrullus colocynthissont une source privilégiée de molécules

biologiquement actives tels que les polphénols, les stéroidesestdlcaloides.
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II. 3. Activité biologique des extraits méthanolique et aqueux
II. 3.1. Activité antifongique des extraits méthanolique et agqueux

Les résultats que nous avons obtenus sur I'innocuité du DMSO visAspergillus
flavus Aspergillus fumigatusAspergillus nigeret Aspergillus ochraceusont regroupés dans la
photo 13.

D’aprés ces prises de photos, nous constatons que le solvant utilisgopduiliser les
fractions obtenues apres évaporation du méthanol n'a aucun effetcsarskance mycélienne
des differentes souches fongiques selectionnées. En effet, fleenmtiés souches arrivent a

croitre normalement en présence du DMSO dans le milieu de culture (Photo 13).

Les résultats de I'activité antifongique des extraits méthguelet aqueux des graines de
Citrullus colocynthistestés séparémeirt vitro sur les souches fongiques sélectionnées sont
représentés dans les figures 31, 32, 33 et 34. C'est figuresstraeigies indicent antifongique

notés pour chaque concentration d’extrait testée.
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a- Activité antifongique des extraits méthanolique et aqueux sukspergillus flavus

Le résultat obtenu avec I'extrait aqueux, testé contre lesratities especes du genre
Aspergillussur milieu PDA par la méthode de micro-dilution, indique une actantéongique
positive sur la quasi-totalité des souches fongiques, a I'eroefspergillus flavusou l'indice
antifongique enregistré est apparu nul pour toute la gamme de caticenéffectuée (Figure
31, Photo 15).

Le résultat obtenu avec I'extrait méthanolique dévoile une actmti®ongique importante
sur la quasi-totalité des souchi&spergillussélectionnées, a I'exceptigkspergillus flavusyui
s’est manifesté plus ou moins résistante avec un indice antjffagnaximal de 4.76% noté

pour 5% d’extrait méthanolique dans le milieu PDA (Figure 31, Photo 14).

L’extrait méthanolique perd cet effet inhibiteur de la croissasuntreAspergillus flavus
avec la diminution de sa concentration dans le milieu PDA. D’dariggure 31, en dessous de

la concentration 1%, aucun indice antifongique n’est enregistré pour cet. extrai

Les photos 14 et 15 regroupent I'aspect des coloniaspeérgillus flavus D’'aprés ces
photos, la couleur des colonies a changé en présence des diffémmtestmations d’extrait

méthanolique. Elle vire du vert foncé au vert claire.
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Figure 31. Activité antifongique de I'extrait méthanolique et agueux suAspergillus flavus

I ANF EMeOH : indice antifongique de I'extrait méthanolique.
I ANF EAq : indice antifongique de I'extrait aqueux.

Photo 14. Activité antifongique de I'extrait méthanolique surAspergillus flavus (photo
originale).

Photo 15. Activité antifongique de I'extrait aqueux surAspergillus flavus(photo originale).
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b- Activité antifongique des extraits méthanolique et aqueux suhspergillus fumigatus

Pour le deuxieme essai effectué Aspergillus fumigatuda figure 32 montre d’'une part,
gu’Aspergillus fumigatusest plus sensible a I'extrait méthanolique qu’a I'extrait aqueux
d’autre part, que lindice antifongique des deux extraits dimiruex da diminution de leur
concentration dans le milieu PDA, suggérant une relation directelaatieité antifongique et

le type et la concentration de I'extrait .

A 5% et 2.5% d’extrait méthanolique, la figure 32 témoigne d’une inbibiibtale de la
croissance mycélienne ce qui augmente l'indice antifongique a .1@0P6dessous de la
concentration 2.5%, cet indice antifongigue commence a diminuer jusqwantentration

0.0019% ou on enregistre un indice antifongique nul.

Le repiquage des disques mycélienagergillus fumigatusncapables de croitre dans le
milieu PDA contenant 5 et 2.5% d’extrait méthanolique sur d’autréesoontenant le milieu

PDA seul n’a donné aucune croissance fongique aprés 3 a 7 jours d’incubation a 25°C.

La photo 16 illustre les dimensions des coloniessgergillus fumigatusux différentes

concentrations d’extrait méthanolique.

L’extrait aqueux enregistre une faible activité antifongique eofspergillus fumigatus
pour toute la gamme de concentrations réalisées. Le maximum d’iaiiongique enregistré
est de 16.44% noté pour 2.5% d’extrait. En dessous de cette concentiatia®e &ntifongique

diminue jusqu’a sa disparition a 0.125% (Figure 32).

La photo 17 démontre la couleur et les dimensions des colonies fongigua® changé
en présence d’extrait aqueux dans le milieu PDA. Elle vire du vert foncétatlianes.
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Figure 32. Activité antifongique de I'extrait méthanolique et aqueux suA. fumigatus

I ANF EMeOH : indice antifongique de I'extrait méthanolique.
I ANF EAq : indice antifongique de I'extrait aqueux.

Photo 16. Activité antifongique de I'extrait méthanolique surA.fumigatus(photo originale).

Photo 17. Activité antifongique de I'extrait aqueux surA. fumigatus(photo originale).
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c- Activité antifongique des extraits méthanolique et aqueux sukspergillus niger

Suivant le résultat affiché sur la figure 38spergillus nigerapparait plus sensible aux
deux types d’extraits avec une dissemblance remarquable. $aetsibilité est en relation

proportionnelle avec les concentrations des deux types d’extraits.

Au-dela de la concentration 2.5%, I'extrait méthanolique a entierement iahtb&issance
mycélienne dAspergillus niger(Figure 33). Le repiquage de ces disques mycéliens incapables
de poursuivre leur croissance sur le milieu PDA contenant I'extréthanolique sur d’autre

milieu PDA seul n'a donné aucune croissance apres 3 a 7 jours d’incubation a 25°C.

En dessous de cette concentration, I'effet de I'extrait méthanaligmenence a s’affaibli
jusqu’a la concentration de 0.0312% ou on enregistre une disparition comdeléien effet
(Figure 33). La photo 18 démontre l'activité antifongique de I'éxtraéthanolique sur

Aspergillus niger différentes concentrations.

L’extrait agueux a marqué une inhibition importante Aspergillus niger A 5%, cet
extrait a inhibé pres de 50% de la croissance mycéliennendie¢ iantifongique diminue avec
la diminution de la concentration de I'extrait dans le milieu jus@ui25% ou la la croissance

mycélienne n’est plus inhibé (Figure 33).

La photo 19 démontre l'effet de I'extrait aqueux Aspergillus nigera différentes

concentrations.
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Figure 33. Activité antifongique de I'extrait méthanolique et aqueux suf’ Aspergillus niger

| ANF EMeOH : indice antifongique de I'extrait méthanolique.
I ANF EAq : indice antifongique de I'extrait aqueux.

Photo 18. Activité antifongique de l'extrait méthanolique surAspergillus niger (photo
originale).

Photo 19. Activité antifongique de I'extrait aqueux surAspergillus niger(photo originale).




Fudespdinetde A@Ritats4 dsusias

d- Activité antifongique des extraits méthanolique et aqueux sulspergillus ochraceus

D’aprés les résultats affichés sur la figure A&pergillus ochraceus’est présentée tres
sensible aux deux types d’extraits. L'inhibition de cette espawngidue est totale a partir de

0.5% pour I'extrait méthanolique et 2.5% pour I'extrait aqueux.

Le repiquage de ces disques myceéliens préalablement traitésmee des deux extraits
sur d’autre milieu PDA seul n’a donné aucune croissance apregais d’incubation a 25°C..
En dessous de ces deux concentrations, I'effet inhibiteur comraahoenué jusqu’a I'absence

totale de tout indice antifongique a 0.0039% d’extrait méthanolique et 0.0156% d’extrait.aque

Les photos 20 et 21 démontrent l'activité antifongique a différentesectrations

d’extraits méthanolique et aqueux swapergillus ochraceus

La comparaison de la sensibilité des différentes souches fongagxesleux extraits
(méthanolique et aqueux) révele qspergillus ochraceusst la plus sensible avec un indice
antifongique de 100 % marqué pour les deux types d’extraits suigpelgillus nigeret
Aspergillus fumigatugui n’ont développé aucune résistance en présence d’extrait méjbhanol
alors que pour I'extrait aqueux la croissance mycélienne des aeiches fongiques était
seulement ralentie. Poulspergillus flavus,les deux types d’extrait n‘ont pas inhibé la

croissance fongique de cette espéce.
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Figure 34. Activité antifongique de I'extrait méthanolique etaqueux sur Aspergillus

ochraceus

| ANF EMeOH : indice antifongique de I'extrait méthanolique.
I ANF EAq : indice antifongique de I'extrait aqueux.

Photo 20. Activité antifongique de I'extrait méthanolique surA.ochraceuqphoto originale).

Photo 21. Activité antifongique de I'extrait aqueux surA.ochraceugphoto originale).
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II. 3.2. Activité antimycotoxinogéne des extraits méthanolique et aqueux
a- Effet des extraits méthanolique et aqueux sur la biomasse fongique foém

Le résultat de l'effet des extraits méthanolique et aqueux giases deCitrullus
colocynthis sur les biomasses mycélienned\sergillus flavuset d’Aspergillus ochraceus
formées en milieu liquide est illustré dans les figures 35 et 36.

Ces figures font ressortir les poids des biomasses mycdidonmaées paAspergillus
flavus et Aspergillus ochraceusen fonction des différentes concentrations des extraits

méthanoligue et aqueux

Selon les résultats, Les deux types d’extraits exercent fiigh memarquable sur la
croissance mycélienne Abpergillus ochraceus,influengcant négativement la biomasse
mycélienne formée qui diminue avec l'augmentation de la concemtrdés extraits dans les
milieux (Figure 35 et 36). Par ailleurs, on assiste a une réductidipdeasse mycélienne de

I'ordre de 95% en présence de I'un des deux extraits (Figure 35 et 36).

La soucheAspergillus flavuss’est révélée plus résistante que la précédente vu que la
production de biomasse mycélienne par cette derniére n'a pasrietdée en présence des deux
extraits testés (Figure 35 et 36).
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Figure 35. Biomasses fongiques formées paspergillus flavuset Aspergillus ochraceugen

présence et en absence d’extrait méthanolique.
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Figure 36. Biomasses fongiques formées paspergillus flavuset Aspergillus ochraceusn

présence et en absence d’extrait aqueux.
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b- Effet des extraits méthanolique et aqueux sur la synthése de I'BA et 'TOTA

Les résultats de la derniére tentative démontrant I'effeedtraits méthanolique et aqueux
sur la synthese des mycotoxines réveélé par la chromatograptieugche mince sont présentés

sur la photo 22.

D’aprés les photos A et B, la synthese d'aflatoxine Bl et d’omkiret A produites
respectivement pakspergillus flavuset Aspergillus ochraceusst inhibée dans la quasi-totalité

des concentrations d’extraits testées dans le milieu YES.

Les différentes concentrations finales obtenues avec les d@es tg'extraits ont
totalement inhibé la synthése d'ochratoxine A. La synthése dsiitet B1 produite par
Aspergillus flavusest-elle méme inhibée aux différentes concentrations obtenued exteait
méthanolique. Cependant, La chromatographie sur couche mince aleépédsence d’AFB1
dans le milieu YES aux faibles concentrations d’extrait aqueux (0.00E28005%) (Photo
22).

DISCUSSION

La recherche des effets antifongiques de la coloquinte seolehes rencontrées dans le
blé tendre stockés a révélé une efficacité des extraits agieudthanolique des graines de cette
plante sur la majorité des souches fongiques sélectionnées, aenfiune que les substances
bioactives des plantes sont considérées comme des composés non Eugstost
potentiellement efficaces contre les champignons pathod®fRSBAVATHY et al., 2006 ;
CHANG et al.,, 2008) Le développement de la sécurité des agents antifongiques pour le
contréle des phytopathogénes dans l'agriculture connait une placeam@aténs la recherche
(FIELD et al., 2006 ; LEE, 2007)

La présente expérimentation révele que I'extrait méthanoliqueyidases deCitrullus
colocynthis posséde un effet plus antagoniste que [I'extrait aqueux. En effetraitex
méthanolique a démontré un remarquable effet fongicide céntfamigatus, A. nigeet A.
ochraceusisolées du blé tendre, expliqué par I'absence de croissance fongpyas le
repiquage des disques dans les milieux PDA seul. Ces conasrgrathibant totalement la
croissance mycélienne de ces souches fongiques sont les catimesntminimales fongicides
(CMF). Toutefois Aspergillus flavus montré une résistante méme a des concentrations élevées

d’extraits.
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Photo 22. Activité antimycotoxinogéne des extraits des graines dstrullus colocynthis

(photo originale).
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L’absence d’inhibition totale de la part d’extrait aqueux est gupk par le fait que la
concentration fongicide ou fongistatique est supérieure aux conaamgraffectuées dans cette

étude.

La forte activité antifongique de [I'extrait méthanoliqgue a aus& rapportée par
HADIZADEH et al (2009) qui ont démontré que les extraits alcooliques Cl&ullus
colocynthispossédent une bonne activité antifongiggg RUDEEBAN et al (2010)ont signalé
gue l'extrait méthanolique des parties aériennesCdeullus colocynthisest menu d’une
importante activité antifongique sispergillus fumigatuslors que I'extrait aqueux n’a aucune
activité antifongique sur cette souche. En ouftgpergillus flavuss’est révélé résistante aux
deux types d’extraits. Ces deux souches fongiques sont moinsmtEssen présence d’extrait
éthanolique.

Les effets antifongiques des extraits aqueux et méthanoliqugraiess de la coloquinte
peuvent étre attribués aux différentes substances phytochimiguetéeetiors du screening
phytochimique. Dans leur étudABDEL GHANI et al (2008) mettent aussi en relation
l'activité antifongique des extraits des graines Gigullus colocynthisavec les substances
bioactives de la plante. La tendance de ces substances phytochidiayo@sune activité plus
élevée sur l'ensemble des souches est en fonction de leurs ctimentdans les extraits
(FOGLIANI et al., 2005 ; YAN etal., 2008).

L'importance de ces familles phytochimiques est influencée |aarrépartition
géographique d€itrullus colocynthis ce qui influe par la suite sur leurs activités biologiques.
L’activité antimicrobienne des extraits dépend donc de la plantsg demposition, de I'organe
végeétal a tester, de la nature de l'extrait et de la souche a éGRRYEN et al., 1992)

Parmi les substances phytochimiques douées d’'une activité antifongiquesite
principalement les alcaloides, les flavonoides, les polyphénols eftdesides(IROBI et
DARANOLA, 1994 ; BRANTNER et al., 1996 ; YAN etal., 2008)

Les travaux d&SCALBERT (1991) et BANSO et ADEYEMO (2007) ont démontré que
les tanins isolés des plantes médicinales possédent une activité toxiqueesotttgeripignons.

Les saponines sont une classe spéciale de glycosides qui ont @'tynesp caractéristique

savonneuse et d’autre part, une tres bonne activité antifond®EsPO etal., 1991)
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Plusieurs études ont été menées pour comprendre le mécanisnun dlastiextraits de
plantes. Plusieurs chercheurs attribuent cette fonction aux congiasgsiques. Ces composes
peuvent interférer avec les biomembranes en causant des donuelagases et provoquant la
fuite de matériaux cellulaires et finalement la mort dégaorganismegMSHVILDADZE et
al., 2000 ; VELDHUIZEN et al., 2006 ; ABDEL GHANI et al., 2008) C’est un mécanisme
possible par lequel la croissance mycélienne peut étre réduitdabement inhibée par I'effet
des extraits en agissant sur la fonctionnalité et la smeictle la membrane cellulaire
(SIKKEMA et al., 1995)

Les composants des extraits tels que les terpénes affectes¢ulement la perméabilité
mais aussi d'autres fonctions dans les membranes cellu@ggsomposés peuvent traverser les
membranes cellulaires, pénetrent ainsi a l'intérieur de laledt interagissent avec des sites
critiques intracellulaire tels que les enzymes et les predéice qui conduit a la mort cellulaire.
(OMIDBEYGI et al., 2007 ; CRISTANI etal., 2007)

Selon FARAG et al (1989) la présence des groupements OH dans les composés
phénoliques est capable de former des liaisons hydrogenes awitedeactifs des enzymes et

d'accroitre l'activité antimicrobienne.

Les flavonoides sont également responsables de I'inhibition des micédistants aux
antibiotiques(LINUMA et al., 1994) IlIs sont responsables des processus de balayage ou
chélateurs et peuvent également perturber les membranes micrsl{isBEELER et al., 2003)

Par ailleurs, les alcaloides renferment un effet détoxihmtossédent une tres bonne activité
antifongique(ZEE-CHENG, 1997).

SelonSADIPO etal (1991),les tannins sont responsables de la précipitation des protéines

indispensables des micro-organismes.

L'avantage des extraits de plantes est donc leur bioactivité atexéristique qui les rend
attrayants pour la protection des produits stockés tels que las geicéréales contre I'attaque
des champignons et méme le blocage de leur écotoxig@es®ATI et DUBEY, 2004).

Les extraits obtenus a partir des parties supérieures desplardsedent la capacité de
supprimer la croissance des champignons toxinogenes et par conséguenoiiuction de
toxines dans les supports synthétiQGESIANABORIPAT et al.,, 1997 ; BHATNAGAR et
MCCORMICK, 1988). lls peuvent aussi bloquer entierement la biosynthése des mipastox
alors que la croissance fongique n'est pas afBti& TNAGAR et MCCORMICK, 1988).
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L’inhibition de la synthése des mycotoxines en présence d'exéstitdue essentiellement
aux composés phytochimique. L'étude effectuée PHPHU et al (2009) révele que La
combinaison d’huile essentielle de Citronnelle avec de I'extraithanolique deCitrullus
colocynthisinhibent jusqu’a 90% de la production d'aflatoxine, y compris I'AFB1l adjpres
d'autres combinaisons n’inhibaient que pres de 70% des aflatoxines

HUA et al (1999)rapportent que les composés phénoliques inhibent au début plutét qu'a la
fin les étapes de la voie de biosynthese ’AFBHORBANIAN et al (2008) rapportent que
l'inhibition de la synthése des aflatoxines est en relation avesmrips de contact et la dose de

I'extrait.

Le dépistage d’agents bioactifs a partir des plantesiasid's axes les plus intensif dans la
recherche des produits naturels aujourd'hui, car l'activité desitexde plantes présente un
grand intérét en particulier contre les souches multi résestantais le domaine est loin d'étre
épuisé et seulement 10% de toutes les plantes avaient été érmdidétil pour leur agents
bioactifs(ABDEL-GHANI et al., 2008)

Citrullus colocynthispeut également étre utilisée comme un facteur de premier pian da
un large éventail d’activités contre de nombreux phytopathogénes, sopateogenes ont
développé une résistance contre les fongicides spécifiques (Eldmeim, dicarboximides,
diethofuncarband et les inhibiteurs de la biosynthese des s{@&bh), 1991).

CONCLUSION

L’étude de I'activité antifongique des extraits des grainesle Citrullus colocynthispar
la méthode de micro-dilution en milieu solide a révélé qules deux extraits méthanoliques
et aqueux possedent une remarquable activité antifongiqueté a leur richesse en composeés
bioactifs largement répandus dans les plantes médicinaldsextrait méthanolique possede
une activité fongicide sur la majorité des souches fongiquestlectionnées a I'exception
d’'A. flavus qui s’est révélée résistante. L'extrait agueux a démontré soaffet fongicide

uniquement surA. ochraceus

Les extraits bruts des graines de Citrullus colocynthis s&és montrent une activité
antimycotoxinogéne élevée puisqu’ils ont pu atteindre lestes de synthése des toxines. Les
deux extraits ont inhibé la synthese d’ochratoxine A produé par Aspergillus ochraceust
d’aflatoxine B1 produite par Aspergillus flavusmalgré que les deux types d’extraits n’ont

pas affecté la croissance de cette derniere.
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Les extraits des graines d€itrullus colocynthispeuvent constituer donc une nouvelle

stratégie de décontamination pour la lutte contre les mycotoxines.
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Conclusion générale et perspectives

Au cours de notre étude, menée sur I'activité antifongique et ardtoyinogéne des
extraits méthanolique et agueux des graineSittallus colocynthisur quelques souches isolées
du blé tendre stocké, le premier objectif identifié fut I'étudeladegualité physicochimique,
microbiologique et mycotoxicologique du blé tendre local et importéétacl’OAIC de la
wilaya de Saida.

Pour répondre a cet objectif, un échantillon représentatif de chageevde blé a été

analyseé.

Selon les analyses mycologiques, la charge fongique la plus &@stéelle du blé tendre
importé, qui représente un substrat trés favorable pour la crois#Emoeoisissures vu sa teneur

en eau élevée provenant du transport maritime.

Le genreAspergillusreprésenté par différentes especes a été retrouvé dansules de
variétés analysés avec une fréquence et une abondance éléviéaest®enicillium et
Cladosporiumqui sont peu fréquents et enfin, le geRtesariumaqui est le moins fréquent.
Parmi les especes du genkspergillus deux especes ont été révélées productrices de

mycotoxines.

La recherche d’aflatoxine B1 (AFB1) et d’ochratoxine A (OBA) les différents substrats
analysés s’est révélée négative. L'absence des aflatosirtess ochratoxines sur le blé tendre
local et importé malgré la présence des souches productricegsdéoxines pourrait étre

expliquée par les conditions d’'un environnement défavorable pour la synthése de cessdernié

Pour répandre au second objectif évaluant I'activité biologique desitexdes graines de
la coloquinte, des examens phytochimiques ont été effectués. Ittént que les graines de
Citrullus colocynthissont une source privilégiée de molécules biologiquement actives, pasmi
composeés on cite les polyphénols représentés par les tanins hglliedydes anthraquinones,
les flavonoides, les anthocyanes et les saponosides. Les stétdéteslealoides y sont aussi

présents.

L’étude de I'activité antifongique des extraits des graineSittallus colocynthisa révélé
gue les deux extraits, méthanolique et aqueux, possedent une actifitégajue liée a leur
richesse en composés bioactifs largement répandus dans less plagdéecinales. L'extrait
méthanolique posséde une activité fongicide sur la majorité des sdonbiepies sélectionnées
a I'exception dA. flavusqui s’est révélée résistante. L'extrait aqueux a démontré den ef

fongicide uniquement su. ochraceus.
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Les extraits bruts des graines @trullus colocynthistestés montrent une activité
antimycotoxinogene élevée puisqu’ils ont pu atteindre les sitegrdeése des toxines. Les deux
extraits ont inhibé la synthese d’ochratoxine A produite Papergillus ochraceuset
d’aflatoxine B1 produite pafspergillus flavusmalgré que les deux types d’extraits n’ont pas
affecté la croissance de cette derniere. Les extrastgm@d@nes d€itrullus colocynthispeuvent
donc constituer une nouvelle stratégie de décontamination pour la lutte contre désximgs.

A lissue de cette étude et afin d’élucider certains poirggesepeu claires, il apparait

nécessaire d’effectuer d’autres études approfondies qui se résument danmgdesup@nts :

- Identification moléculaire des souches fongiques isolées duragetpour connaitre leur

origine et leur toxicité (et méme la possibilité de mutation).

- Une étudean vivo pour obtenir une vue globale sur I'activité antifongique des exttaits

graines deCitrullus colocynthigestés.
- Extraction et caractérisation des composeés actifs par des méthodes pficgisgéc

- Réalisation d’une étude toxicologique avant I'application des ex@aitniveau des silos

de stockage.
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I. Composition des milieux de culture

Milieu PDA (Potatoes Dextrose agar)

Pomme de terre (macération 500ml de filtrat)

Dextrose
Agar
Eau distillée

Sucrose
KH2PO4
KCL
MgSO4
FeSO4
NaNO3
Agar

Eau distillée

NaNO3
KCL
MgSO4
FeSO4

Eau distillée

Matiére Séche
Agar
Eau distillée

Sucrose
Extrait de Levure
Eau distillée

Czapek Concentre
KH2PO4

Extrait de levure
Sucrose

Agar

Eau distillée

KH2PO4

Czapek Concentre
Extrait de levure
glycerol

Agar

Eau distillée

Milieu CDA (Czapek Dox Agar)

(Czapek Concentre)

Milieu MEA (Malt Extract Agar)

Milieu YES (Yeast Extract Sucrose)

Milieu CYA (Czapek Yeast Agar)

Milieu G25N (25 % Glycérol Nitrate Agar)

2009
10g
159
1000 ml

309
1g
05¢g
05¢g
0.01g
39
15¢g
1000 ml

3049
59
59
0.1g
100 mi

509

59
1000 ml

40 g
209
1000 ml

10 mi
19

59
3049
15¢9
1000 ml

0.75¢g
7.5 ml
3.79
2509
12 g
750 ml



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

Extrait de levure

peptone

Citrate ferrigque ammoniacal
chloramphenicol

Dichloran solution ethaoliqu
Agar

Eau distillée

NacCl
Eau distillée

Phénol pur cristallisé
Acide lactique
Glycérol pur

Eau distillée

Rose bengal
Eau distillée

Lactophénol
bleu de méthyléne

ea0.2%

Eau physiologique

Lactophenol

Rose Bengal

Bleu de coton

Coconut extract agar (CEA)

2049
109
05¢g
0.1g
1ml
159
1000 ml

99
1000 ml

209

20 ml
20 ml
40 ml

19
100 ml

0,59

Cent grammes de la noix de coco déchiquetée ont été homogédretidast 5 minutes avec 300

ml d'eau distillée chaude. La solution est filtrée a l'aidésdu. L'agar a été ajouté (20 g/liter).

Le mélange a été alors stérilisé a l'autoclave a 121°C/15 minutes. ireapkist de 7,0.

II. Réglements des teneurs en mycotoxines dans les denré@neaitaires

Tableau 11. Valeurs recommandées par le Codex Alimentariusopr les échanges mondiaux de

denrées alimentaires destinées

a ’homme

Mycotoxines

Denrées

Teneurs maximales
"H#$SH%&'S()*+,-+.

Aflatoxine B1 Alimentation infantile 1
Aflatoxine M1 Lait 0.5
Ochratoxine A Céréales 5
Patuline Pommes (jus et produits a bag 50

de)




Tableau 12. Réglements européens pour la limitation des tams en mycotoxines dans les denrées
alimentaires destinées a I'hnomme (N° 466 du 8/03/2001, JOCE L7R¢ 472 du 12/03/2002, JOCE
L75; N° 257 du 12/02/2002, JOCE L41).

. . Teneurs maximales
Mycotoxines Denrees I HSSHY6& B+,
« Arachides, fruits a coque et séchés, gt 2
produits dérivés
« Arachides soumises a traitement 8
physique avant consommation ou
ingrédients
« Fruits a coque et séchés soumis a S

Aflatoxine B1 traitement physique avant consommaton
ou ingrédients
» Céréales et dérivés, consommation 2
directe ou ingrédients
 Céréales soumises a traitement 2
physique avant consommation ou
ingrédients

. « Epices (poivre, piments, paprika, noi 5

Aflatoxine B1 P (P > P » papria,
de muscade, gingembre, safran)

Aflatoxine M1 e Lait 0.05
» Céréales (dont riz et sarrasin) et 5
produits dérivés, grains bruts

Ochratoxine A * Produits dérivés et grains a 3
consommation directe
* Raisins secs 10

. 50
« Jus de fruits (pomme) et nectar de
fruits
« Boissons spiritueuses, cidres et 50
boissons fermentées

Patuline o
* Produits a base de morceaux de 25
pomme (compote et purée)

* Jus de pomme et produits a base de 10
morceaux de pomme (compote et purg¢e







Résumé :
Contribution a I'étude de I'activité antifongique et antimycotoxinogénedes extraits méthanoliques et aqueux des graines @érullus colocynthis
sur quelques souches fongiques isolées du blé tendre stocké.

Les extraits de plantes et leurs constituants ont urgiéohistoire comme agents antifongique. Cependant, lewatiohh comme préservateurs de

tendre a été rarement rapportée. Ce travail porte sur I'étudo de I'activité antifongique et antimycotoxinogéne des extrai#¢hanolique et aqueux d¥
de

graines deCitrullus colocynthigL.) Schard, une plante aromatique et médicinale de la flore du Safniars| vis-a-vis de quelques champignons pathogén
contamination du blé tendre stocké.

L'étude de la qualité du blé tendre local et importé a montré quexedtacontamination de la variété importée est trés élevé. Le gspeegillus
représenté par des espéces différentes a été retrouvé dans les d¢és aaallysées avec une fréquence et une abondance allant de 4e®8plisde la flore
totale identifiée sur milieu CDA et PDA. Les genRenicilliumet Alternaria sont peu fréquents. Enfin, Les gen@adosporiumUlocladiumet Fusariumsont
les moins abondants dans les deux variétés de blé tendysémsalParmi ces moisissures au moins deux espéces duAgpargillussont potentiellement
toxinogenes.

L'analyse phytochimique des extraits méthanolique et aqueugrderes deCitrullus colocynthisa révélé la présence de quelques groupes chimia
(polyphénols totaux, stéroides et alcaloides) susceptitdaprither les activités antifongiques recherchées. L'activitécagfilue des extraits est testée parHa

méthode de micro-dilution en milieu solide afin de calculer I'indinéfongique. Les résultats suggérent que I'extrait métiparela empéché totalement |
croissance mycélienneAl' fumigatuset A. nigeravec une CMF de 2.5% (25mg/ml) A&t ochraceusvec une CMF de 0.5% (5 mg/ml) enregistrant un ind
antifongique de 100%. A la méme concentration 2.5% (25mg/mlydiexqueux a inhibé la croissancéAdbchraceusLes deux extraits possedent un bg
pouvoir antimycotoxinogéne. La synthese d’AFB1 et d’OTA piteduparA. flavuset A. ochraceu®st bloquée en présence des extraits dans le milieuDéES

ues

e
n

résultats montrent que les extraits méthanolique et aqueuxgrdames deCitrullus colocynthisutilisés a faible concentration pourraient avoir un potentiel

important pour le contrle biologique des champignons gardenrées alimentaires.

Mots clés :Blé tendreCitrullus colocynthisextrait aqueux, extrait méthanolique, analyse phytochimiqdeg antifongique, pouvoir antimycotoxinogéne.

Abstract

Contribution to study of the antifungal and antimycotoxigenic activity of methanol and aqueous extracof seeds ofCitrullus
colocynthisagainst some fungi isolated from wheat stored.

Plant extracts and their constituents have a losipiy as antifungal agents. However, their uspreserve wheat has rarely been reported.

This work is based om vitro study of the antifungal and antimycotoxinogénic \asti of methanol and aqueous extracts of the seédsitrullus
colocynthis(L.) Schard, an aromatic and medicinal plant offtbea of the Algerian Sahara, against some pathiogingi contaminated the store
wheat.

The study of the quality of local and imported wihieas shown that the rate of contamination of theadrted variety is very high. The genus

Aspergillusrepresented by different species was found in @rgeties which had been analyzed with a frequendyam abundance ranging from 41
more than 86% of the total flora in CDA and PDA. &éasPenicilliumandAlternariaare uncommon. Finally, the gen@&dosporiumFusariumand
Ulocladiumare less abundant in the wheat varieties analym®dng these molds at least two species of the gaspergillusare potentially toxigenic.

0

The phytochemical analysis of methanol and aqueatrsccts of the seeds @fitrullus colocynthisrevealed the presence of some chemi

al

groups (total polyphenols, steroids and alkaloitig)} can express the desired antifungal activiffescalculate the index antifungal, the antifungal
activity of extracts was tested by the method afrmdilution in a solid medium. The results sugdhat the methanol extract has completely inhibited

mycelial growth ofA. fumigatusaandA. Nigerwith MFC = 2.5% (25mg/ml) ané. ochraceusvith MFC = 0.5% (5 mg / ml), the index antifungal i
100%. At the same concentration of 2.5% (25mg/h®) aqueous extract inhibited mycelial growthAofochraceusBoth extracts have good pow:
antimycotoxinogénic. The synthesis of AFB1 and G3Alocked in the presence of extracts in the mitEYThe results show that the methanol
aqueous extracts of the seedi€itrullus colocynthisised at low concentrations can have great potdatialiological control of fungi in food.

Key words: wheat,Citrullus colocynthisaqueous extract, methanol extract, phytochemizalyais, index antifungal, antimycotoxinogénic powe

d

1"#$%&

& +,#N0&-5. Y& + (0} (0} 00,% 0
"()*"$%&'+ #%&'-$.%&'+/'0%1*22223$% & 4360 BOBE/ABBEHD 1EB%'0 °/FC56$°/'EE[\'4D‘(H‘ﬁ‘K345I#"JK$'
‘N

$=,L1IM:N "#$E,0.$I)#*+SP1LOERHIBASILC+$,-$#*+,.$/01"#$2333 JASHBHEHP @AL"$+,B-$C-,18SC>DEIHSIWH Q' BOG L
$/-$J"IR! "#$,9-D )$1$=,>? @333333333XHRYZHEPHIBPEBC I:N "#$IOK@"#$I1$J>?@!"#$=, B K SHEFTDEIDERB3.$*1%0K"$
'101"#$2 4

"#
0"D.,X "#$I9
#

S2@AHSTD. $a I #5=79WRMAFSL D1GSIKN.$/-$7X8 $=, > HBREBIFA 485 DAGSIKN. $a° $=29b SODHS /B SIDD RS I)#+

$=[dl Alternarig$l Penicillium$=,>? @3332RBAIEDAST*R"#Sh)I$BB6SI 41%6$/0<$,-$cl#?:GSIKN;<$[dI$SIQD; »$e #PB8fpr§lus
$/-$/0A;1$=,>? @A"#IM[&$/0<$/-$'S17 "#SI$$INN. $rEXC8$S6$I16LkHfB(EG B ocladiuntCladosporiun$=,>? @A"#$#20i" $1$$jJ

01k$IN;<

D N1"$/0G0?A-8 Pletillu$TD33333

$p[>DIH"GHSIS[>1?0:N"#$V S 1H HSIHEES: MICASHINYS+D33333dI$=2933338I3BRCHIWD,, X "#$I$I0Y, "#SSEMON0H"

A fumigatu$/>? @A"#$D3B33GHEBARB"D., X "#$=,L1IM:N "#$a HRESENLTMEN-SE, O.$I)#*+$'=,>? @ A"#$[\Bj] <SR GBI
$SY, "#$W1M:N33336-HARS 30 S5R087?: "#F0AH/ 15) %0.5$R087:"#$[33BEEBAIC S ? @A TESLIVI25) %2.53R08?:"#8[:Uges|

33333;"#
K7:"#
$S:"#

$/>? @B333IBFFRIEDH/-$/>0?A33FFBBRIIBAS/0 333333333333N"#$1087G$,!;-SaidSuthiate BPi@ BBIB3333333A#$D .$CW,; 7 #$*19

YES$T*R"#$h)I$B6flavuss/A .ochraceus

$=,>?@A1"$J0dD"DOK"#$IK&BBI3FUIEIER "B TEBH->SIA0\SROBH T MBI 14N, K SI$Y0K "$J0"D., X "#$1$I0¥338$# A B 03!
'JOY#H%Z"#$+#D "#$S

3933, "#
6${+DdD "#

'U?@6$+,B-$iSG,K;"#$SY,0 OH"#$COIN:NSS D - SHABN-$]CW; 745/ 0L BEDSWE 4554 Q%08




